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O Brasil é destaque no mercado internacional quanto à produção e exportação de carne, visto 
que possui o maior rebanho bovino comercial do mundo. Dentre as principais gramíneas 
forrageiras de clima tropical responsáveis por parte da engorda animal a pasto, Megathyrsus 
maximus (sinonímia Panicum maximum) é uma das mais produtivas, estando envolvida na 
alimentação de caprinos, equinos, ovinos, gado de corte e de leite. A autotetraploidia, a 
apomixia e o recente processo de domesticação indicam uma maior complexidade envolvida 
no melhoramento genético dessa espécie, que torna indispensável o esclarecimento dos 
mecanismos genéticos que podem estar envolvidos. E, dessa forma, o melhoramento molecular 
poderá proporcionar o aumento da eficiência do programa de melhoramento e a redução do 
tempo nas etapas envolvidas para o lançamento de cultivares. Neste contexto, o presente 
trabalho teve como objetivo detectar regiões genômicas e estabelecer as relações genéticas entre 
caracteres de importância econômica para M. maximus com a aplicação de ferramentas 
genético-estatísticas recentes. A progênie de mapeamento deste trabalho foi obtida pelo 
programa de melhoramento genético da Embrapa Gado de Corte (Campo Grande, Mato Grosso 
do Sul), sendo composta por 136 híbridos F1 originados a partir do cruzamento de genitores 
autotetraploides (2n = 4x = 32), um sexual (S10) e o outro apomítico (cv. Mombaça). A partir 
do DNA extraído das plantas, bibliotecas de GBS (genotyping-by-sequencing) foram 
construídas com o uso de duas enzimas de restrição (PstI-MspI). Os dados obtidos com o 
sequenciamento foram analisados no software Tassel4-poly. A dosagem alélica foi estimada 
para os marcadores SNPs identificados por meio dos programas SuperMASSA e updog, 
visando incluir no mapa todas as configurações de SNPs para um tetraploide. Marcadores 
monomórficos e SNPs com mais de 25% de dados perdidos foram removidos manualmente 
usando o software R. Para a construção do mapa de ligação foram utilizados os programas 
polymapR e TetraploidSNPMap, os quais possibilitam o uso de SNPs com informação de 
dosagem alélica. O mapa de ligação consenso e integrado construído contém 8 grupos de 
homologia (GH) e 858 marcadores SNPs com todas as doses esperadas para uma progênie F1 
tetraploide. A densidade média do mapa genético foi de aproximadamente 1,13 SNPs/cM, 
sendo o GH VII o maior (108, 6 cM) e mais denso (159 SNPs), além de ter sido o único GH 
com todas as doses presentes. As análises de ligação permitiram detectar o evento da redução 
dupla, um tipo de distorção de segregação que ocorre, principalmente, em autopoliploides. Com 
este mapa e por meio de uma análise qualitativa, o locus ligado à apomixia foi mapeado no GH 
II a 65 cM. A partir da análise de similaridade da região aos marcadores adjacentes a esse locus, 
utilizando como base o genoma de P. virgatum, foi encontrado um gene relacionado à 
embriogênese somática. Por meio do método de mapeamento por intervalo, foram detectados 
10 QTLs para caracteres agronômicos, como capacidade de rebrota e matéria seca total, e 36 
QTLs relacionados a qualidade da forragem, como digestibilidade in vitro da matéria orgânica, 
lignina e celulose. Um total de 55 famílias gênicas foram identificadas por meio da análise de 
similaridade, com destaque para genes potencialmente envolvidos na regulação de hormônios 
de crescimento da planta e de síntese de lignina. Esta tese fornece contribuições inéditas para a 
espécie M. maximus, tais como a identificação do evento de redução dupla, um mapa de ligação 
de alta resolução construído a partir da informação de dosagem alélica dos SNPs e o 
mapeamento da região do locus da aposporia e de caracteres agronômicos e nutricionais. Além 
do avanço sobre o conhecimento da genética, esses resultados promovem informações práticas 
ao programa de melhoramento genético da espécie. Igualmente, são um incentivo a estudos 
adicionais sobre a apomixia e a evolução da herança polissômica nesta e em outras gramíneas 
tropicais.  
Palavras-chave: apomixia; autopoliploide; dosagem alélica; Panicum maximum; pastagens; 
QTL; caracteres de produção; caracteres nutricionais; redução dupla. 
ABSTRACT 
Brazil has a prominent role in the international meat market for its production and exportation, 
once it has the largest commercial cattle herd in the world. Among the main forage grasses of 
tropical climate that are present in ruminant feed on pasture, Megathyrsus maximus (syn. 
Panicum maximum) is one of the most productive, being involved in the feeding of goats, 
horses, sheep, beef and dairy cattle. Autotetraploidy, apomixis and the recent domestication 
process indicate a greater complexity involved in the genetic improvement of this species, 
which makes it essential to clarify the genetic mechanisms that may be involved. And, in this 
way, the molecular improvement will be able to increase the efficiency of the breeding program 
and also reduce the time involved in steps on launching cultivars. In this context, the present 
work aimed to detect genomic regions and to establish genetic relationships between economic 
importance traits for M. maximus with the application of recent genetic-statistical tools. The 
mapping progeny of this work was obtained from the breeding program of Embrapa Gado de 
Corte (Campo Grande, Mato Grosso do Sul), being composed of 136 F1 hybrids originated from 
the cross between autotetraploid parents (2n = 4x = 32), one sexual (S10) and the other 
apomictic (cv. Mombaça). The individuals were sampled in genotyping-by-sequencing (GBS) 
libraries constructed using two restriction enzymes (PstI-MspI). The data obtained with these 
sequencing were analysed using Tassel4-poly. Allele dosage was estimated for SNP markers 
identified using the SuperMASSA and Updog software, aiming to include in the map all the 
SNP configurations for a tetraploid. Monomorphic markers and SNPs with over 25% missing 
data were manually removed using the R software. For the construction of the linkage map, 
polymapR and TetraploidSNPMap software were used which enabled the usage of SNPs with 
allele dosage information. The consensus integrated linkage map contains 8 homology groups 
(GH) and 858 SNP markers with all doses expected in a tetraploid progeny. The average density 
was about 1.13 SNPs/cM, with GH 7 presenting the largest size (108.6 cM) and the most 
markers (159 SNPs); only this group contained markers in all doses. Linkage analysis allowed 
the detection of a double reduction event, a type of segregation distortion that occurs mainly in 
autopolyploids. One locus in the apomixis region was mapped to HG II at 65 cM, using our 
linkage map. From similarity analysis to the markers, which are adjacent to the locus linked to 
apospory, using as base on the P. virgatum genome resulted in a gene related to somatic 
embryogenesis. Using interval mapping, ten QTLs for agronomic traits, such as regrowth 
capacity and total dry matter were detected, as well as 36 QTLs related to forage quality, such 
as in vitro digestibility of organic matter, lignin, and cellulose. A total of 55 gene families were 
identified by similarity analysis, highlighting putative genes involved in the regulation of plant 
growth hormones and lignin synthesis. This thesis provides unprecedented contributions to M. 
maximus, such as the identification of a double reduction event, a high-resolution linkage map 
constructed from SNPs with allele dosage information, and the mapping of apospory region, 
agronomic and nutritional traits. In addition to the advance on the knowledge of genetics, these 
results provide practical information for the breeding program of this species. They are also an 
incentive for further studies on apomixis and the evolution of polysomic inheritance in this and 
other tropical grasses. 
Keywords: allele dosage; apomixis; autopoliploid; double reduction; Panicum maximum; 
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Esta tese buscou avançar o conhecimento da genética sobre a gramínea forrageira 
M. maximus, desde o processo de divisão meiótica da célula até a identificação de loci de 
caracteres quantitativos, visando uma maior compreensão sobre esse genoma. Desta forma, o 
presente trabalho inicia com uma breve introdução e posterior aprofundamento com uma 
revisão bibliográfica, que revela as principais espécies utilizadas como pastagens e os métodos 
empregados para avaliar o potencial nutricional dessas plantas na alimentação do animal.  Após 
essa abordagem geral, o enfoque é dado a espécie M. maximus, também conhecida como P. 
maximum, sua chegada ao Brasil e os desafios genéticos que ela nos apresenta, desde a criação 
de seu programa de melhoramento genético no país, bem como os trabalhos que foram 
desenvolvidos até aqui, com o objetivo de obter um maior conhecimento genético-molecular 
sobre a espécie. E, por fim, o uso de mapas de ligação como alternativa para superar os 
obstáculos genéticos em conjunto com as inovações metodológicas, no âmbito tecnológico e 
estatístico. Neste sentido, o Capítulo I apresenta os principais resultados obtidos com as novas 
tecnologias e metodologias empregadas no mapeamento genético de M. maximus, no formato 
de artigo científico, intitulado “High-resolution Linkage Map with Allele Dosage Allows the 
Identification of an Apomixis Region and Complex Traits in Guinea Grass (Megathyrsus 
maximus) ”. Além disso, os resultados preliminares e dificuldades encontradas para obtenção 
do mapa de ligação presente neste artigo constam em Resultados Complementares. Ao final, 
consta um resumo dos resultados, conclusões e perspectivas sobre este trabalho. 
Em Anexos estão incluídos três artigos disponíveis na literatura, que foram 
desenvolvidos durante o meu período de graduação e publicados em paralelo ao projeto de 
Doutorado, sendo eles: “Relationship between Genetic Variability and Land Use and Land 
Cover in Populations of Campomanesia adamantium (Myrtaceae)” no período de 2018; 
“Growth regulators in vitro multiplication of Campomanesia adamantium (Cambess.)O. Berg 
(Myrtaceae)” e “Development and characterization of microsatellite markers in 
Campomanesia adamantium, a native plant of the Cerrado ecoregions of South America” em 
2019.  
Neste momento, espero que o leitor esteja instigado a continuar a leitura deste 
trabalho e que ao final novas ideias e inspirações sejam geradas, para que a pesquisa sobre a 






As gramíneas forrageiras são particularmente importantes para a produção global 
de carne, leite, combustível, biomassa, entre outros. O Brasil, há anos, segue dentre os 
principais contribuintes nestes setores do mercado (FAOSTAT, 2019). Com um rebanho de 215 
milhões de cabeças de gado e 167 milhões de hectares de pastagens, o país possui o maior 
rebanho bovino comercial do mundo, sendo o maior exportador e segundo maior produtor de 
carne bovina mundial (ABIEC, 2019). As gramíneas contribuem para a qualidade e 
produtividade dos produtos de origem animal disponíveis no mercado. Desde seu 
estabelecimento no Brasil, a forrageira tropical autotetraploide Megathyrsus maximus (Jacq.) 
B. K. Simon & S.W. L. Jacobs (sinonímia Panicum maximum Jacq.) é destaque na dieta de 
ruminantes. O lançamento das primeiras cultivares dessa espécie trouxe a intensificação da 
produção pecuária no país, com um maior número de animais em uma área menor de pastagem. 
Isso é atribuído a elevada produtividade e melhor qualidade nutricional dessa forrageira (Jank 
et al., 2014). 
Nesse contexto, há pouco menos de quarenta anos, a Embrapa Gado de Corte 
localizada em Campo Grande – MS conta com um programa de melhoramento genético dessa 
espécie, conduzido em parceria com universidades e empresas produtoras de sementes. A partir 
do banco de germoplasma mantido pela unidade, o programa tem proporcionado o lançamento 
de cultivares com diferentes atributos que contribuem para a diversificação de pastagens (Jank 
et al., 2011; Jank et al., 2014; Jank et al., 2017). No entanto, estudos de avaliações agronômicas 
sobre o potencial forrageiro de acessos do germoplasma e de híbridos existem em grande 
número, se comparado aos estudos sobre a genética molecular de M. maximus. Muitos fatores 
estão relacionados a isto, como a herança polissômica da espécie e o modo de reprodução por 
apomixia facultativa, características que exigem ferramentas capazes de superar essas lacunas.  
Por isso, a construção de mapas de ligação, a partir de progênies segregantes, têm 
sido uma importante ferramenta como ponto inicial, para obter conhecimento genômico sobre 
a distribuição dos loci de caracteres quantitativos de espécies (Ott et al., 2015). Estes mapas 
contemplam estudos genômicos para as espécies em geral, com uma grande relevância em 
plantas não-modelo e que não possuem seu genoma sequenciado. No entanto, o mapeamento 
genético em poliploides não está tão avançado quanto em diploides, pois requer métodos 
especializados que sejam capazes de lidar com marcadores em doses mais altas. Ao contrário 





heterozigotos. Por exemplo, em um locus com dois alelos, um tetraploide como M. maximus 
pode ter três genótipos heterozigotos diferentes, que somados as duas conformações 
homozigóticas resultam em cinco genótipos diferentes possíveis, sendo eles, AAAA, AAAB, 
AABB, ABBB e BBBB (van Geest et al., 2017). Nesse contexto, metodologias recentes 
propuseram a construção de mapas de ligação que incluam os marcadores com doses mais altas 
e, portanto, mais informativos (Hackett et al., 2017; Bourke et al., 2018a; Mollinari et al., 2019). 
Esses marcadores podem ser obtidos por meio da tecnologia de sequenciamento de nova 
geração (NGS, do inglês Next Generation Sequencing), que tem proporcionado avanços em 
análises genéticas de poliploides, através de métodos que fornecem a redução da complexidade 
desses genomas e a identificação de milhares de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). Estes 
marcadores são, geralmente, bi-alélicos e apresentam polimorfismo de uma única base, sendo 
amplamente distribuídos em genomas e presentes em praticamente todos os loci gênicos 
(Perkel, 2008). 
Os mapas de ligação, contendo SNPs com informação de dosagem alélica, são 
fundamentais para análises de QTLs (loci de caracteres quantitativos) mais realísticas em 
relação a arquitetura genética de caracteres agronômicos importantes. Seus resultados podem 
contribuir consideravelmente para os programas de melhoramento, visto que o mapeamento de 
QTLs associa informações da segregação dos marcadores moleculares às médias fenotípicas de 
cada indivíduo. Dessa forma, a posição e o número de QTLs identificados que influenciam 
determinado caráter, bem como os efeitos envolvidos são estimados, sendo eles, dominância 
ou aditividade e interações entre QTL e ambientes (Zeng, 2001; Bourke et al., 2019).  
Neste trabalho, o mapeamento genético de M. maximus foi realizado a partir de uma 
progênie F1 biparental do programa de melhoramento genético da espécie. O contraste entre os 
genitores e os híbridos gerados permitiu a obtenção de um mapa de ligação robusto e 
informativo, constituído por marcadores SNP com informação de dosagem alélica, bem como 
a identificação da região da apomixia e de QTLs relacionados a caracteres agronômicos e a 
qualidade da forragem. Esta tese teve o intuito de auxiliar a elucidar a complexidade genética 
de M. maximus e espera-se que os resultados alcançados sejam o primeiro degrau para promover 







2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Aspectos gerais das gramíneas forrageiras tropicais com ênfase em seu valor 
nutricional 
A família Poaceae (Gramineae) abrange mais de 760 gêneros e 11.500 espécies 
presentes em todas as zonas climáticas (Soreng et al., 2017). Essa ampla distribuição é 
favorecida pelo metabolismo C3 ou C4 das gramíneas, onde as plantas C4 dominam as 
pastagens em climas quentes e secos, mas são substituídas pelas espécies C3 à medida que o 
clima esfria ou fica mais úmido (Hodkinson, 2018). Gramíneas forrageiras e de gramado 
tropicais, como as pertencentes aos gêneros Cynodon, Panicum, Paspalum, Pennisetum e 
Urochloa, ou plantas de clima temperado, como Cynosurus, Dactylis, Lolium, Phleum e Poa, 
são exemplos dessa família (Hodkinson, 2018), cujos centros mais importantes de diversidade 
genética se localizam na África Oriental, na Eurásia e, em menor grau, na América do Sul 
(Batello et al., 2008). 
Cerca de 70 espécies representam 99% das gramíneas usadas em pastagens 
cultivadas no mundo e que estão sujeitas ao melhoramento genético (Batello et al., 2008). Os 
162,2 milhões de hectares (ha) dedicados a áreas de pastagem no Brasil (Figura 1), (ABIEC, 
2019) sçao formados, principalmente, por Urochloa spp., Megathyrsus maximus (sinonímia 
Panicum maximum), Pennisetum purpureum, Cynodon spp. e algumas espécies nativas 
(Paspalum spp.) em sistemas extensivos de pastagem, sendo responsáveis, principalmente, pela 
produtividade e nutrição animal (Jank et al., 2014; Silva et al., 2015). Outras aplicações têm 
sido exploradas, como o uso em silagem (Costa et al., 2017; Tomaz et al., 2018) e, mais 
recentemente, a utilização de biomassa como fonte energética para a produção de bioetanol 






Figura 1. Áreas de uso do solo no Brasil de acordo com diferentes atividades. Fonte: IBGE, 2016. 
A manutenção dessas forrageiras em diversas localidades, por todo território 
nacional, é também atribuída a fertilidade dos solos. A relação entre espécie, clima e solo pode 
representar diferença quanto aos ganhos na produtividade animal. No caso, as espécies P. 
purpureum, M. maximus e Cynodon spp. são exigentes quanto à fertilidade do solo, apresentam 
elevada produtividade e alto potencial de produção de biomassa (Lima et al., 2014; Morais et 
al., 2018; Odorico et al., 2018). A gramínea P. purpureum, também conhecida como Capim-
elefante, tem sido muito empregada na região Sul do país para a alimentação de bovinos 
leiteiros, na produção de silagem e como feno (Pereira e Cóser, 2001). Algumas cultivares desta 
gramínea apresentaram bons resultados em solos com baixa fertilidade no Nordeste brasileiro, 
desde que manejadas adequadamente (Oliveira, 2001). Enquanto, M. maximus, popularmente 
conhecida como Capim Colonião, é cultivada em todo Brasil e em outros países da América 
Latina, sendo atrativa para a alimentação de gado de corte, bovinos leiteiros, equinos, caprinos 
e ovinos (Jank et al., 2011). Entretanto, esta espécie é mais bem adaptada a solos leves e de alta 
fertilidade (Pereira et al., 2001). Já, Cynodon spp. se destaca pela tolerância ao frio e está 
envolvida na alimentação de equinos e gado de leite, com a expansão de seu uso como silagem 
e feno. Algumas espécies deste gênero foram identificadas como nativas da América do Sul, 
possibilitando a exploração de plantas adaptadas às condições edafoclimáticas dos trópicos 





Em contrapartida, as forrageiras Paspalum spp. e duas espécies do gênero Urochloa 
conhecidas, como U. decumbens e U. humidicola, são recomendadas para solos com baixa 
fertilidade. Paspalum é um gênero predominantemente das Américas, sendo que o Brasil é um 
de seus centros de diversidade com mais de 200 espécies nativas e cerca de 75 endêmicas (Reis 
et al., 2015). Esse gênero se destaca em decorrência do elevado potencial forrageiro e de sua 
aplicação na cobertura de solo, cujas espécies ocorrem naturalmente nos campos sulinos do 
país, sendo pastejadas por bovinos (Fávero, 2019). Por fim, o gênero Urochloa consiste de 
espécies conhecidas como braquiárias, que apresentam ampla adaptabilidade ao território 
nacional, tais como a cv. Basilisk (U. decumbens) que está presente em cerca de 70% das 
pastagens cultivadas, inclusive em solos ácidos e de baixa fertilidade. O uso de Urochloa spp. 
é mais restrito a nutrição de bovinos, principalmente gado de corte (Valle et al., 2009). 
Dessa forma, cultivares têm sido desenvolvidas conforme as especificidades 
descritas acima para cada gênero, a fim de atender as condições muito variadas de clima e solo 
do país. Isso é possível por meio de programas de melhoramento genético que, de maneira geral, 
visam genótipos superiores de alta produtividade e de elevada qualidade nutricional, resistentes 
a pragas e doenças, bem como adaptados a estresses bióticos e abióticos (Valle et al., 2009; 
Jank et al., 2011). A produção e a qualidade das sementes também são importantes ao 
melhoramento, visto que a maioria dos capins comercializados são propagados por sementes, 
cujas cultivares com boa produção de sementes são facilmente estabelecidas no campo e têm 
sido adotadas pelo mercado mais rapidamente (Jank et al., 2011). 
Tais gramíneas forrageiras contribuem em qualidade e na produtividade dos 
produtos de origem animal, como carne, leite e couro, não apresentando um valor intrínseco 
diretamente ligado a elas (Valle et al., 2009). O potencial produtivo e nutricional que essas 
plantas carregam são verificados por meio da produção de biomassa e por análises 
bromatológicas, nas quais, a partir da matéria seca, são aferidos o teor de carboidratos 
estruturais, proteína bruta, lipídeos e minerais. A matéria seca do alimento, resultado da retirada 
das partículas de água, é responsável pelo valor alimentar da forrageira e está intimamente 
ligada ao desempenho animal (Medeiros e Marino, 2015a). A fibra, constituída por lignina e 
carboidratos estruturais (celulose, hemicelulose e pectina), representa o componente mais 
abundante nessas plantas e ocupa espaço no trato digestivo do animal, podendo ser indigestível 
ou lentamente digestível (Mertens, 2002). A estrutura destes compostos, assim como as 





alimento. Ensaios de fibra em detergente neutro e ácido são utilizados como produto para 
análises mais aprofundadas que determinam o teor dos compostos da fibra separadamente. 
Neste caso, pode ser promovido o teor de lignina, polímero orgânico presente na parede celular, 
que atua como uma barreira mecânica aos microrganismos ruminais e às hidrolases secretadas 
por estes, impedindo uma maior absorção de nutrientes no rúmen do animal (Medeiros e 
Marino, 2015a). Já, os carboidratos estruturais fornecem a maior parte da energia na dieta 
animal, sendo que a celulose é degradada de 25 a 90%, a hemicelulose entre 45 a 90% e a 
pectina é quase integralmente digerida pelo trato animal (Medeiros e Marino, 2015b). A 
hemicelulose pode ser verificada facilmente pela subtração do valor de fibra em detergente 
neutro em relação à fibra em detergente ácido (Medeiros e Marino, 2015a).  
Proteínas, lipídeos e minerais estão presentes em menores proporções na forragem. 
Por meio da avaliação do N2 (nitrogênio), estima-se o teor de proteína bruta, assim chamado, 
devido a não diferenciação entre o N presente nos aminoácidos, que corresponde a 60-70% do 
valor, e o não proteico, equivalente a 20-30%. O animal pode ter um aproveitamento de cerca 
de 40 a 80% da proteína da dieta, a qual é indispensável para os microrganismos ruminais que 
a convertem em amônia, sendo que uma parte inferior é metabolizada em aminoácidos e 
pequenos polipeptídios (Medeiros e Marino, 2015c).  
Os lipídios, considerados a principal fonte de reserva de energia, são armazenados 
como triglicerídeos pelos ruminantes. A determinação do teor de gordura na forragem é 
realizada pela análise do extrato etéreo, utilizando éter etílico para solubilizar os compostos 
orgânicos. Destes, 50% pertence a componentes não lipídicos, como clorofila, carotenoides, 
saponinas e ceras relacionadas a cutícula, cuja energia retirada deles pelos microrganismos 
ruminais pode ser baixíssima, e a outra metade corresponde aos galactolipídeos e triglicerídeos 
(Medeiros et al., 2015). O capim possui um baixo valor de lipídeos presente em 3% da matéria 
seca, suficiente ao consumo animal. Quantidades superiores a 6% podem afetar a 
degradabilidade da fibra pelas bactérias celulolíticas (Medeiros et al., 2015).  
Por fim, os minerais compõem a porção não orgânica da matéria seca e são 
determinados por meio da análise de cinzas, com a qual ocorre a combustão completa da porção 
orgânica da forragem. Podem ser divididos em duas categorias: macrominerais (cálcio, fósforo, 
sódio, potássio, cloro, magnésio e enxofre), cuja necessidade animal é maior, e em 
microminerais (ferro, selênio, iodo, zinco, cobre, cobalto, manganês e molibdênio), com 





contribuírem com energia à alimentação, os minerais são essenciais em praticamente todos os 
processos bioquímicos do organismo, desde estrutura óssea à síntese de hormônios e, 
consequentemente, na produtividade animal (Marino e Medeiros, 2015).  
Baseado em todas as informações anteriores, é notável o efeito positivo que o valor 
nutritivo das gramíneas forrageiras proporciona ao desempenho e ao valor do animal. No 
entanto, estudos genético-moleculares envolvendo caracteres nutricionais e de produção de 
forragem em gramíneas forrageiras tropicais eram inexistentes até a conclusão desta tese. 
2.2 Desafios da espécie Megathyrsus maximus 
M. maximus, alvo deste trabalho, foi estabelecida no Brasil durante o século XVII 
e chegou ao nosso território em navios negreiros, onde era utilizada como cama para os 
escravos. A boa adaptabilidade ao clima e ao solo brasileiros, bem como a capacidade de 
estabelecimento dessa planta, contribuiram para sua rápida distribuição pelo território, dando 
origem a cultivar Colonião, nome pelo qual a espécie ficou conhecida popularmente em nosso 
país. A introdução dessa planta resultou em maior produtividade animal e na disseminação de 











Figura 2. Exemplos de plantas da espécie M. maximus. Em A) a cultivar Mombaça, conhecida pelo porte 
alto e elevada produtividade; B) um dos genitores sexuais (S10), que possui menor porte, sendo usado no 
programa de melhoramento da espécie, localizado na Embrapa Gado de Corte, MS.  Fonte: Liana Jank. 





Expedições para coleta de material desta forrageira foram realizadas em seu centro 
de origem, entre o Quênia e a Tanzânia (África oriental), nos anos de 1967 e 1969, por um 
grupo de pesquisadores franceses do Institut de Recherche pour le Développement (ex-
ORSTOM e atual IRD) (Combes e Pernès, 1970; Savidan et al., 1989). Este material foi cedido 
à Embrapa de Gado de Corte (Campo Grande, Mato Grosso do Sul), bem como outros genótipos 
de vários países tropicais e deram origem ao banco de germoplasma da espécie, com 426 
acessos apomíticos e 417 sexuais (Figura 3). Com isso, o programa de melhoramento genético 
da gramínea adotou, como primeira estratégia, uma ampla avaliação dos caracteres 
agronômicos e a caracterização morfológica desta coleção (Jank et al., 1994; Jank et al., 1997). 
Essas análises demonstraram que mais de 40% dos 426 acessos exibiram caracteres 
agronômicos superiores a cv. Colonião (Jank et al., 1994), resultado da ampla variabilidade 
genética existente. 
Figura 3. Vista parcial do banco de germoplasma de Megathyrsus maximus mantido pela Embrapa Gado de Corte, 
MS. Fonte: Liana Jank. 
Esse germoplasma no Brasil contém plantas com modo reprodutivo apomítico 
gametofítico, que naturalmente são tetraploides (2n = 4x = 32), e genótipos sexuais tetraploides. 
Essas plantas sexuais foram originadas a partir do cruzamento de um genitor apomítico e uma 
planta sexual originalmente diploide (2n = 2x = 16), que foi artificialmente tetraploidizada com 





e sexuais para geração de uma maior variabilidade entre plantas (Warmke, 1954; Savidan e 
Pernès, 1982; Savidan, 1980; Savidan et al., 1989). Essa estratégia é usada pelo programa de 
melhoramento de M. maximus, de modo que genótipos superiores com modo de reprodução 
apomítico obtidos na primeira geração de progênies (F1) já podem ser lançados, após todos os 
testes, como uma cultivar. A apomixia garante a fixação do vigor híbrido. Por outro lado, os 
genótipos sexuais superiores são utilizados como genitores em cruzamentos futuros (Jank et al., 
2011; Jank et al., 2013).  
A apomixia, a autotetraploidia e como lidar com essa herança polissômica têm sido 
os principais desafios para as pesquisas genéticas da espécie. A apomixia em M. maximus é do 
tipo apospórica seguida de partenogênese, como demonstrado na Figura 4. Dessa forma, os 
gametas reduzidos (n) pela meiose se degeneram e uma célula somática (2n) se desenvolve, 
originando um embrião (2n), ou seja, seu conjunto cromossômico é idêntico a planta-mãe. 
Enquanto que o endosperma da semente apomítica, que fornece nutrientes essenciais para o 
embrião em desenvolvimento, possui número cromossômico igual a 3n, pois ocorre a 
fecundação do núcleo polar com um pólen doado por outra planta (n), processo conhecido como 
pseudogamia. Diferentemente, o saco embrionário sexual é classificado como Polygonum com 
três ou mais antípodas. Neste caso, o pólen externo (n) fecunda os núcleos polares e o óvulo 





Figura 4. Modo reprodutivo sexual e apomítico de Megathyrsus maximus. An: antípoda; NP: núcleo polar; Si: 
sinérgide; Oo: oosfera; F: fecundação. Fonte: Jank et al., 2008. 
O uso bem-sucedido da apomixia no melhoramento exige um conhecimento mais 
aprofundado sobre a genética envolvida no modo de reprodução de M. maximus, bem como dos 
mecanismos reguladores subjacentes ao desenvolvimento apomítico das sementes, que vêm 
sendo estudados há anos. A princípio, uma série de combinações de cruzamentos entre plantas 
apomíticas e sexuais foram realizadas a fim de verificar o tipo de segregação observada nos 
híbridos para o caráter. Savidan (1981) averiguou uma herança monogênica, em que apenas um 
gene poderia controlar a apomixia. O resultado de cruzamentos biparentais (genitor apomítico 
x genitor sexual) para a espécie gera híbridos em uma proporção 1:1, ou seja, cerca de 50% da 
população corresponde a indivíduos apomíticos e a outra metade a indivíduos sexuais. 
Evidências a partir de dados moleculares corroboram com o controle genético de um ou poucos 
genes responsáveis por apomeiose e partenogênese em algumas gramíneas, incluindo M. 
maximus (Ebina et al., 2005), C. ciliaris (Yadav et al., 2012; Kumar et al., 2017a), Pennisetum 
squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998; Sapkota et al., 2016), Urochloa spp. (Pessino et al., 
1997; Worthington et al., 2016; Worthington et al., 2019) e Paspalum notatum (Martinez et al., 
2003; Oliveira et al., 2018). A partir do mapeamento genético e do uso de bibliotecas de BAC 
(cromossomo artificial bacteriano), foi identificada uma região genômica apospórica (ASGR – 
apospory-specific genomic region) em Pennisetum e Cenchrus, que é fisicamente extensa, 
hemizigótica e heterocromática, sendo base para estudos com marcadores moleculares ligados 
à apomixia em várias espécies (Ozias-Akins et al., 1998; Goel et al., 2003). Esses marcadores 
podem ser utilizados para a triagem de populações segregantes, bem como para auxiliar o 
mapeamento de genes responsáveis pelo modo de reprodução e sua caracterização (Bluma-
Marques et al., 2014; Worthington et al., 2016; Worthington et al., 2019). Várias são as 
hipóteses discutidas sobre a base molecular da apomixia. Entre elas, foi sugerido, a partir de 
plantas apomíticas facultativas, que a apomixia possa ser resultado da desregulação da 
sexualidade e, por isso, compartilham dos mesmos mecanismos reguladores (Tucker et al., 
2003). Além disso, há a possibilidade de controle do caráter por dois ou mais loci (Ozias-Akins 
et al., 1998).  
Outros mecanismos genéticos também têm sido discutidos, como a remodelação da 
cromatina (epigenética) e os elementos transponíveis presentes no cromossomo portador do 
locus da apomixia (Kumar, 2017). Mudanças espaciais e temporais na expressão dos genes 





família Brassicaceae (Sharbel et al., 2010). Mecanismos reguladores epigenéticos podem estar 
envolvidos neste cenário, visto que espécies reativas de oxigênio (ERO) são produzidas em 
excesso nas plantas, sob estresses causados por condições abióticas e bióticas adversas (Kumar, 
2017). Consequentemente, metilação do DNA e/ou modificações nas histonas podem ocorrer e 
afetar significativamente a expressão gênica (Yan et al., 2010; Kumar et al., 2017b). Na 
gramínea P. squamulatum, que contém estudos mais avançados sobre a apomixia, o gene da 
espermina/espermidina sintase foi identificado em ASGR (Conner et al., 2008), que auxilia na 
proteção das moléculas de DNA contra estresses oxidativos decorrentes de ERO. O papel dos 
retrotransposons no desenvolvimento apomítico também tem sido especulado, mas a sua 
atuação na expressão diferencial do indivíduo apomítico e sexual ainda não está claro (Akiyama 
et al., 2011; Huo et al., 2009; Yadav et al., 2012). 
Além da apomixia, outro importante desafio relacionado a M. maximus está no 
conhecimento sobre seu genoma. A poliploidização e a subsequente evolução de genomas 
poliploides é um processo extremamente dinâmico. Os autopoliplóides exibem herança 
polissômica, visto que o emparelhamento e a recombinação podem ocorrer entre todas as cópias 
homólogas de cada cromossomo durante a meiose. A compreensão do comportamento de 
emparelhamento de espécies poliploides também é relevante para o estudo da evolução do 
genoma (Van de Peer et al., 2017; Bourke et al., 2018b). A autopoliploidia de M. maximus é 
caracterizada pelo número básico de cromossomos igual a 8 com quatro cópias de cada 
cromossomo homólogo, sendo que as combinações meióticas resultantes podem incluir 
quadrivalentes, trivalentes, bivalentes e univalentes (Savidan and Pernès, 1982). Geralmente, 
os genótipos sexuais dessa espécie são diploides com 2n = 2x = 16 e os genótipos apomíticos 
são tetraploides com 2n = 4x = 32 (Combes, 1975; Savidan, 2000; Jank et al., 2008). No entanto, 
outras ploidias já foram identificadas em menor número de plantas, como triploides (2n = 3x = 
24), pentaploides (2n = 5x = 40), hexaploides (2n = 6x = 48), octaploides (2n = 8x = 64), 
nonaploides (2n = 9x = 72) e aqueles com irregulares cromossômicas (2n = 30, 31, 34, 36, 37, 
38) (Combes, 1975; Jank et al., 2008).  
Os autopoliploides ainda exibem mais uma complexidade genômica, que é a 
distorção de segregação entre loci devido a um tipo de meiose mais frequente nestes 
organismos, chamada de redução dupla, no qual, as cromátides irmãs podem terminar no 
mesmo gameta. A redução dupla ocorre como resultado da formação de quadrivalentes de 





de formação de gametas em termos da fração de recombinação entre dois loci e redução dupla 
(Bailey, 1961; Luo et al., 2004). Por meio de análises citogenéticas, segregações 
cromossômicas irregulares e a presença de quadrivalentes em M. maximus foram verificadas 
em híbridos e genitores do programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte (Pessim et 
al., 2010; Pessim et al., 2015). No entanto, o evento da redução dupla, resultante dessas 
especificidades da divisão meiótica, ainda não havia sido reportado para esta espécie.  
O conhecimento sobre a genética molecular dessa forrageira está em progresso, 
porém, ainda é incipiente. Interessantes resultados foram obtidos a partir de dois estudos de 
diversidade genético-molecular com genótipos do programa de melhoramento brasileiro dessa 
gramínea. O primeiro estudo contou com 20 marcadores do tipo microssatélite desenvolvidos 
para a espécie, que foram validados em 25 genótipos de M. maximus e em quatro espécies de 
gramíneas, U. humidicola, U. brizantha, P. notatum e P. regnelli (Sousa et al., 2011a). Como 
resultado, 135 alelos putativos foram obtidos, sendo que o número de alelos variou de 4 a 12, 
com uma média de 6,7 alelos por locus. O coeficiente de Jaccard para verificar a similaridade 
entre os genótipos demonstrou que todos eles estão intrinsecamente relacionados. Devido a 
natureza poliploide da espécie, não foi possível estimar o número exato de cópias para cada 
alelo. Por isso, as análises de desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg e desequilíbrio de ligação 
não foram aplicados. O teste de transferibilidade dos marcadores permitiu a amplificação de 
observou 11 locus microssatélites para as quatro espécies. O segundo estudo molecular, avaliou 
a diversidade e estruturação genética de 396 acessos do banco de germoplasma de M. maximus 
da Embrapa Gado de Corte, também com marcadores microssatélites (Sousa et al., 2011b). A 
genotipagem com 55 marcadores microssatélites identificou 318 alelos, sendo que o número de 
alelos por locus microssatélite variou de 3 a 16, com uma média de 5,8 alelos por locus, 
evidenciando, portanto, o alto polimorfismo dos marcadores. Os acessos foram estruturados em 
quatro grupos genéticos, sem concordância com a região geográfica de origem que foram 
coletados, e uma alta variabilidade genética entre os genótipos foi indicada.  
Outros grupos de pesquisa pelo mundo também têm investido esforços sobre a 
genética da forrageira. Utilizando genótipos de M. maximus do germoplasma do Japão, um 
estudo revelou que seu genoma é estimado em aproximadamente 500 Mpb para um diploide e 
em 1000 Mpb para um tetraploide (Akiyama et al., 2008). Além disso, a evolução das 
tecnologias de sequenciamento tem proporcionado maiores avanços na identificação de genes 





espécie foram publicados até o momento. O primeiro transcriptoma contemplou quatro 
genitores utilizados no programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte, sendo dois deles 
sexuais (S10 e S12) e os outros dois apomíticos (cv. Mombaça e cv. Tanzania). A partir do 
tecido foliar foi possível a identificação de aproximadamente 89 mil transcritos que 
possibilitaram a anotação de genes hipotéticos possivelmente relacionados a via fotossintética 
C4, a produção de celulose e lignina (Toledo-Silva et al., 2013). Para o segundo transcriptoma 
foram utilizados genótipos do melhoramento genético realizado na Índia, e possibilitou a 
identificação de cerca de 107 mil transcritos obtidos da fase pré-meiótica do desenvolvimento 
da flor, visando investigar os mecanismos moleculares que regulam a apomixia (Radhakrishna 
et al., 2018). Porém, maiores informações a respeito desse estudo ainda não foram publicadas. 
Estes avanços também contribuem para trabalhos voltados diretamente ao melhoramento 
genético. Recentemente, um estudo avaliou diferentes modelos de predição genômica aplicados 
a uma população de seleção recorrente de 530 genótipos da espécie que são provenientes do 
programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte. O efeito da dosagem do alelo na 
predição também foi considerado e, como resultado, concluiu-se que a seleção genômica pode 
levar a ganhos adicionais no programa de seleção recorrente de M. maximus (Lara et al., 2019). 
Apesar destes trabalhos, muitas informações ainda são desconhecidas, como a localização de 
genes responsáveis pelo modo reprodutivo, produtividade e qualidade da forragem, bem como 
as relações que são estabelecidas entre eles para com o genótipo e o ambiente.  
2.3 Mapeamento genético e sua aplicação em M. maximus 
Embora o primeiro mapa de ligação tenha sido desenvolvido há mais de cem anos 
(Sturtevant, 1913), o uso desta técnica para estudos genéticos e genômicos ainda persiste na era 
do Next Generation Sequencing (NGS). Isso pode ser atribuído a vários fatores. Um mapa de 
ligação é, em geral, a primeira representação genômica de uma espécie, construído comumente 
com base em um cruzamento biparental de interesse, e representações mais avançadas podem 
ser construídas a partir dele (Ott et al., 2015). A frequência de recombinação entre locus nos 
estudos de herança proporciona a distância genética e o ordenamento dos marcadores nos 
grupos de homologia do mapa de ligação (Schuster e Cruz, 2005). Esses mapas têm sido 
aplicados para culturas com importância econômica, sendo notadamente relevantes em espécies 
que apresentam pouca informação genômica disponível e que não possuem o genoma 
sequenciado. Entre suas aplicações, os mapas podem ser explorados para conectar e orientar 
corretamente os scaffolds na montagem de genomas (Fierst, 2015), bem como em análises de 





entre marcadores moleculares ligados fisicamente a região genômica de interesse (QTL) 
(Bourke et al., 2018b). 
A análise de ligação genética em poliploides é necessária, porém sua abordagem na 
genética quantitativa tem sido historicamente difícil, tendo início com os trabalhos pioneiros de 
Mather (1936) e Fisher (1947). Muitas pesquisas voltadas aos estudos de herança polissômica 
tiveram como objetivo facilitar as análises de mapeamento e, para isso, evitavam vários graus 
de complexidade (Hackett et al., 1998; Ma et al., 2002). No entanto, algumas características 
essenciais dessa herança e da análise prática de dados, como o fenômeno da redução dupla, 
eram desconsiderados (Luo et al., 2004).  
As tecnologias para obtenção de marcadores moleculares, os modelos estatísticos 
aplicados à genética e os estudos de mapeamento evoluem por consequência um do outro. Os 
estudos de mapeamento eram baseados no uso de marcadores dominantes, como AFLP 
(amplified fragment length polymorphism) e RAPD (random amplified polymorphic DNA); e 
microssatélites (SSR - simple sequence repeat), que apesar de codominantes são avaliados 
como dominantes em estudos com poliploides, todos eles segregando em uma proporção de 1:1 
(simplex). Com o advento das tecnologias de NGS, milhares de polimorfismos de base única 
(SNPs) podem ser identificados pelo sequenciamento de DNA em larga escala com maior 
qualidade de bases (Poland e Rife, 2012). Entre essas tecnologias, a genotipagem-por-
sequenciamento (GBS), descrita por Elshire et al. (2011) e adaptada por Poland et al. (2012), 
tem sido fortemente empregada em genomas com alta diversidade genética. Essa estratégia de 
genotipagem baseia-se no desenvolvimento de biblioteca genômica com um pool gênico 
contendo dezenas ou mesmo centenas de indivíduos. A fragmentação do DNA genômico 
realizado por enzimas de restrição, adequadas ao perfil de digestão das amostras, permite que 
regiões com maior afinidade à metilação e regiões repetitivas do genoma não sejam aderidos à 
biblioteca, enquanto regiões com baixo número de cópias podem ser amostradas de duas a três 
vezes com maior eficiência. Estas enzimas de restrição e o uso de adaptadores barcodes únicos 
para cada indivíduo promovem uma maior facilidade no alinhamento de sequências e, 
consequentemente, auxiliam positivamente as análises de genomas poliploides (Poland & Rife, 
2012). 
Os marcadores SNP são a forma mais abundante de variação genética entre 
indivíduos da mesma espécie e compatíveis com plataformas de genotipagem automatizadas 





ligação em poliploides e, com isso, estratégias para aumentar a profundidade das reads geradas, 
bem como a acurácia da identificação de SNPs têm sido reportadas. Logo, esses conjuntos de 
dados reais estimulam o desenvolvimento de novos e mais robustos métodos de análise 
(Blischak et al., 2017; Pereira et al., 2018; Zych et al., 2019).  
Até pouco tempo eram usados somente SNPs em dose única (simplex) no 
mapeamento de poliploide, na condição 1:1, em que o alelo de referência está em apenas um 
dos genitores (ABBB x BBBB), ou com a configuração 3:1, sendo uma cópia do referido alelo 
para cada um dos genitores (ABBB x ABBB). À medida que a ploidia aumenta, torna-se cada 
vez mais difícil distinguir heterozigotos. Ao considerar um locus bialélico autotetraploide, onde 
A e B são os respectivos alelos de referência e alternativo, espera-se, além dos homozigotos, 
AAAA (nulliplex) e BBBB (tetraplex), três classes diferentes de heterozigotos: ABBB 
(simplex), AABB (duplex) e AAAB (triplex). Por isso, a profundidade de sequenciamento é 
essencial para que a dosagem de cada indivíduo nesses loci seja identificada buscando maior 
acurácia (Pereira et al., 2018). Softwares com modelos matemáticos capazes de lidar com 
profundidade (Pereira et al., 2018; Gerard et al., 2018; Zych et al., 2019) e com as cinco classes 
de dosagem podem promover avanços significativos para autotetraploides. Este avanço baseia-
se na utilização de uma maior quantidade de informação genética, uma vez que é possível que 
as configurações de doses sejam representadas no mapa, dessa forma, abrangendo uma maior 
parte do genoma (Hackett et al., 2017; Bourke et al., 2018a; Mollinari et al., 2019). Essa maior 
quantidade de informação está relacionada a estimação correta das fases de ligação dos 
marcadores (repulsão ou associação), usadas na construção dos mapas integrados de 
homólogos, que determinam se os alelos segregantes estão no mesmo homólogo (então, 
consideramos que os marcadores estão ligados na fase de associação) ou se estão em diferentes 
homólogos do mesmo cromossomo (assim, estão ligados na fase de repulsão) (Qu e Hancock, 
2001). As fases podem ser melhor atribuídas com marcadores de todas as dosagens, pois em 
caso de somente marcadores simplex, informações limitadas sobre a ligação na fase de repulsão 
serão fornecidas e a obtenção de um mapa integrado pode não ocorrer (van Geest et al., 2017).  
O uso destes mapas de ligação no mapeamento de QTLs, tem como objetivo auxiliar 
na identificação de regiões do genoma que possuem uma associação estatísticamente 
significativa a um caráter avaliado a partir de uma progênie biparental, cujos genitores sejam 
contrastantes para o fenótipo (Li et al., 2011; Hackett et al., 2014; Bourke et al., 2019).  





vários genes (locus) são responsáveis por governar uma característica e estão envolvidos em 
níveis de expressão do fenótipo. Como exemplo, altura da folha, capacidade de rebrota, 
porcentagem de proteína bruta encontrada no tecido foliar e colmo, entre outros. Esses genes 
(locus) individualmente possuem um pequeno efeito sobre o fenótipo do caráter e em conjunto 
resultam em um efeito cumulativo na atribuição do caráter (Holland, 2007). Esses efeitos 
podem ser aditivos, de dominânciae/ou epistático, em que pode existir forte influência 
ambiental sobre eles (Allard, 1971).  
O primeiro mapa de ligação de M. maximus foi construído a partir da cultivar 
Natsukaze (2n = 4x = 32), utilizada em pastagens no Japão (Ebina et al., 2005). Um total de 39 
grupos de ligação (GL) foram obtidos, número maior do que esperado para a espécie, a partir 
de 360 loci de marcadores dominantes, sendo 56 combinações de primers AFLP e de 41 primers 
RAPD, que cobriram 1703,5 cM. Esse mapa permitiu a identificação do locus da apomixia, 
localizado no GL 8, um grande avanço para a ciência da época, pois marcadores localizados 
próximos ao Apo-locus apresentaram bons resultados para aplicação em programas de 
melhoramento, na diferenciação entre híbridos sexuais e apomíticos (Ebina et al., 2005). 
A partir de uma progênie biparental do programa de melhoramento de M. maximus 
de nosso país, obtida do cruzamento entre S10 e cv. Mombaça (Figura 2), foi proposto um novo 
mapa genético para a espécie (Toledo-Silva, 2013). Este mapa foi construído com marcadores 
microssatélites (SSRs) desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa (Sousa et al., 2011a; Sousa 
et al., 2011b), além de SSRs altamente polimórficos identificados no transcriptoma de 
referência da forrageira (Toledo-Silva et al., 2013). Porém, devido ao número limitado de 
marcadores, foi obtido um mapa genético com baixa resolução e com o número de grupos de 
ligação não esperado para a espécie.  
 A fim de aumentar a resolução desse mapa de ligação, Rabello (2017) 
desenvolveu marcadores SNPs identificados no transcriptoma (Toledo-Silva et al., 2013) e 
genotipou a progênie com a técnica de espectrometria de massas na plataforma Sequenom 
iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, California, USA). O mapa foi construído 
com 122 marcadores, sendo 97 SSRs genotipados por Toledo-Silva (2013) e apenas 25 SNPs 
oriundos do transcriptoma. Os 32 grupos de ligação esperados para a espécie foram obtidos, 





Apesar de todos os esforços, ainda há pouca informação sobre a estrutura e 
organização do genoma de M. maximus. Até o presente trabalho, não havia sido alcançado um 
mapa de alta resolução e com informação de dosagem alélica para a espécie e também nenhuma 
informação a respeito de caracteres quantitativos. Em gramíneas forrageiras de pastagens 
temperadas, QTLs relacionados a produção e qualidade da forragem já foram detectados (Fang 
et al., 2016; Rajput al., 2016; Sartie et al., 2018; Khasanova et al., 2019), porém sem o auxílio 
do mapeamento utilizando marcadores com dosagem alélica. Enquanto isso, apesar de recentes 
os estudos com QTLs em gramíneas forrageiras tropicais (Ferreira et al., 2019), estamos 
implementando a dosagem alélica para resultados mais abrangentes e informativos.  Além 
disso, mais informações sobre a aposporia nesta gramínea são acrescentadas, bem como 
possíveis marcadores associados ao locus da aposporia. Os resultados alcançados com esta tese, 
ajudará a orientar análises de QTLs em autopoliplóides, bem como a aprofundar nossa 
compreensão da arquitetura genética que controla características importantes de M. maximus e 








Detectar regiões genômicas e estabelecer as relações genéticas entre caracteres de 




 Detectar marcadores SNPs com informação de dosagem alélica em uma progênie 
intraespecífica de M. maximus; 
 Construir um mapa de ligação consenso e integrado a partir desta progênie; 
 Mapear a região do locus da aposporia; 
 Mapear QTLs associados a caracteres de produção e a qualidade da forragem; 
 Investigar possíveis genes candidatos nas regiões dos QTLs e do locus da aposporia; 
 Estabelecer correlações genéticas entre os caracteres quantitativos importantes para o 
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Forage grasses are mainly used in animal feed to fatten cattle and dairy herds, and guinea grass 
(Megathyrsus maximus) is considered one of the most productive of the tropical forage crops 
that reproduce by seeds. Due to the recent process of domestication, this species has several 
genomic complexities, such as autotetraploidy and aposporous apomixis. Consequently, 
approaches that relate phenotypic and genotypic data are incipient. In this context, we built a 
linkage map with allele dosage and generated novel information of the genetic architecture of 
traits that are important for the breeding of M. maximus. From a full-sib progeny, a linkage map 
containing 858 single nucleotide polymorphism (SNP) markers with allele dosage information 
expected for an autotetraploid was obtained. The high genetic variability of the progeny allowed 
us to map 10 quantitative trait loci (QTLs) related to agronomic traits, such as regrowth capacity 
and total dry matter, and 36 QTLs related to nutritional quality, which were distributed among 
all homology groups (HGs). Various overlapping regions associated with the quantitative traits 
suggested QTL hotspots. In addition, we were able to map one locus that controls apospory 
(apo-locus) in HG II. A total of 55 different gene families involved in cellular metabolism and 
plant growth were identified from markers adjacent to the QTLs and apospory locus using the 
Panicum virgatum genome as a reference in comparisons with the genomes of Arabidopsis 
thaliana and Oryza sativa. Our results provide a better understanding of the genetic basis of 
reproduction by apomixis and traits important for breeding programs that considerably 
influence animal productivity as well as the quality of meat and milk. 


















Forage grasses play a fundamental role in the global beef production chain. Brazil 
is the country with the greatest emphasis on this sector, being the main exporter of beef and 
having the largest commercial herd of beef cattle in the world, with approximately 215 million 
heads distributed in 162 million hectares of pasture (ABIEC, 2019). The main factor that led to 
this scenario was the beginning of tropical forage breeding in the 1980s in Brazil, which 
although recent, permitted the country to become the world's largest exporter of tropical forage 
seeds (ITC, 2018). 
The African forage grass species Megathyrsus maximus (Jacq.) B. K. Simon & S. 
W. L. Jacobs (syn. Panicum maximum Jacq.), also known as guinea grass, is one of the most 
productive forage grasses reproduced by seeds in the Brazilian market and is also grown in 
other Latin American countries (Jank et al., 2011). It has been used mainly in intensive systems 
with high-fertility soils (Valle et al., 2009). Moreover, this forage has a high biomass potential 
and is promising as a biofuel feedstock (Odorico et al., 2018). The polyploidy and 
domestication process of this forage grass ensure high genetic variability to be explored (Jank 
et al., 2011); however, a lack of knowledge of the biology and genetics of the species, including 
its autotetraploidy and facultative apomictic mode of reproduction (Warmke, 1954), may make 
breeding more difficult and thus stimulate a need to invest in genetic studies. 
The polysomic inheritance in autopolyploids makes genetic research difficult 
because several types of segregation may be involved (Field et al., 2017) and complexity 
increases as ploidy increases. Thus, in a segregating population, genetic complexity may 
influence the segregation and the frequencies of expected genotypes (Field et al., 2017), even 
causing distortions such as double reduction (DR), which is a type of meiosis in which the sister 
chromatids are duplicated, forming an unexpected combination of gametes. For example, an 
autotetraploid genotype with the 'abcd' alleles at a locus that can form six expected 
combinations of gametes, namely, 'ab', 'ac', 'ad', 'bc', 'bd', and 'cd', but a homozygous gamete 
can be generated, e.g., 'aa', 'bb', 'cc', or 'dd' (Haldane, 1930; Mather, 1935; Haynes and Douches, 
1993). How to accommodate DR and its implications in a breeding program as well as the use 
of these marker loci in linkage mapping has been discussed for a long time (Butruille and 
Boiteux, 2000; Luo et al., 2000; Xu et al., 2013; Layman and Busch, 2018; Bourke et al., 2019) 
for some economically important species, such as potato (Bradshaw, 2007; Bourke et al., 2015) 





Linkage maps have been used as the primary source of genetic information for 
species mainly nonmodel species that do not have their genome sequenced, such as M. 
maximus. The construction of dense linkage maps allows the identification of the structure and 
evolution of the genome by mapping traits with polygenic and monogenic inheritance and may 
even contribute to the assembly of the genome of a species (Doerge, 2002; Flint-Garcia et al., 
2003; Luo et al., 2004). The majority of linkage maps available for autotetraploids are based on 
single-dose segregating markers for a parent (Aaaa x aaaa) or a single dose for both parents 
(Aaaa x Aaaa). Despite the use of complex statistical methods to obtain integrated maps that 
combine information from both marker patterns, these maps cover only part of the genome 
because higher-dose markers (AAaa, AAAa, and AAAA) are not included. This limitation 
results in a considerable loss of genetic information. To overcome this limitation, a new 
approach allows the assignment of allele dosage information for single nucleotide 
polymorphism (SNP) markers through exact allele sequencing depth, which generates linkage 
maps from markers in multiple doses with higher quality, more information and greater 
applicability, including more efficient detection of loci related to traits of economic importance 
(Serang et al., 2012; Hackett et al., 2014; Pereira et al., 2018; Mollinari and Garcia, 2019). 
Mapping of the aposporous apomixis region is extremely important for the genetic 
breeding of M. maximus and other forage grasses, such as Urochloa spp., Paspalum spp., and 
Cenchrus ciliaris. These species undergo asexual propagation by seeds (Nogler, 1984), which 
allows the fixation of hybrid vigor in apomictic individuals and their use in the creation of 
uniform pastures (Jank et al., 2011). Experimental field data showed that aposporous apomixis 
in tropical forage grasses follows 1:1 Mendelian segregation, indicating monogenic inheritance 
(Savidan, 1981; Valle et al., 1994; Chen et al., 2000; Savidan, 2000), although a recent study 
suggests that this reproductive mode should be treated as a quantitative trait (Marcón et al., 
2019), and provide evidence of the uncoupling of apomixis in neo-apomictic species, such as 
guinea grass (Kaushal et al., 2008; Kaushal et al., 2019). Molecularly, the apospory-specific 
genomic region (ASGR), which is responsible for apospory, is highly conserved among 
apomictic species (Gualtieri et al., 2006). The influence of some factors, such as epigenetics 
(Kumar, 2017), the presence of retrotransposons (Akiyama et al., 2011), and gene duplication 
(Conner et al., 2008), in this region has been reported for other species. Due to the laborious 
and time-consuming methods required to phenotype apomixis, several studies on forage grasses 
have searched for markers intrinsically linked to the chromosomal region for this trait (Pessino 





2016; Worthington et al., 2016, 2019); however, a 100% efficient marker for use in M. maximus 
breeding programs has not yet been identified. 
In guinea grass there are no mapping studies of loci related to complex traits, such 
as those involved in forage yield and nutritional quality. Forage yield results from the 
continuous emission of leaves and tillers, ensuring the restoration of the leaf area after grazing 
in perennial pastures. Additionally, the nutritional value of a forage is directly related to animal 
performance and is measured by the crude protein, in vitro digestibility, neutral and acid 
detergent fiber, and lignin percentages (Jank et al., 2011). Thus, the mapping of these and other 
important quantitative trait loci (QTLs) may provide information about the genetic architecture 
of traits and assist in new strategies for breeding programs of M. maximus. 
In this context, given the importance of new genomic studies in guinea grass for 
both biological knowledge and support for breeding programs, our goals were to (i) construct 
an integrated consensus linkage map from a full-sib progeny of M. maximus using allele dosage 
information, (ii) detect QTLs related to important agronomic and nutritional traits in this 
progeny, (iii) map the apo-locus, and (iv) search for similarity in regions of the markers adjacent 
to the QTLs and apospory locus in Arabidopsis thaliana, Panicum virgatum and Oryza sativa.  
Material and methods 
Plant material 
A full-sib progeny of 136 F1 hybrids was obtained from a cross between a facultative 
apomictic genotype of M. maximus cv. Mombaça and an obligate sexual genotype, S10. For the 
crosses, 100 m2 of cv. Mombaça was sown in lines with a space of 1 m between the lines. One 
plant of S10 was planted in each 5 m x 5 m grid. The sexual plants were monitored to ensure 
the synchronization of flowering with the cv. Mombaça, and the inflorescences that flowered 
before cv. Mombaça were cut. According to Savidan (1982), 25 m2 of the apomictic parent is 
sufficient to pollinate one sexual plant and to impede contamination from neighboring plants. 
The S10 plants are wind-pollinated, and the S10 seeds were harvested as they matured.  
The sexual parent was derived from sexual x apomictic crosses of an original diploid 
sexual plant that was duplicated with colchicine (Savidan and Pernès, 1982); thus, both parents 
were autotetraploid (2n = 4x = 32) (Savidan et al., 1989). In addition to the reproductive mode, 





a medium-sized plant (1.4 m tall) with medium width leaves (2.4 cm wide). Both its leaves and 
stems are glabrous, and its inflorescences consist of a panicle with short primary ramifications 
and long secondary ramifications throughout. Its spikelets are glabrous and purplish. The cv. 
Mombaça is a tall plant (1.7-m tall) with wide leaves (3 cm). Its leaves have small amount of 
hairs, and its stems are glabrous. Its inflorescences comprise a panicle with short primary 
ramifications and long secondary ramifications only on the inferior ramifications, and its 
spikelets are glabrous and light purple. 
DNA extraction followed the protocol described by Doyle and Doyle (1987), with 
modifications. DNA samples were visualized on 2% agarose gels to check their quality and 
integrity, and their concentrations were estimated using a Qubit 3.0 fluorometer (Thermo 
Scientific, Wilmington, USA). 
To retain only true full-sibs, all possible hybrids were previously genotyped with 
microsatellite markers. This analysis revealed 24 false hybrids, which were excluded at the 
construction stage of the GBS library. 
Experimental design 
A field experiment following an augmented block design (ABD) with 160 regular 
treatments (full-sib progeny) and two checks (the parents ‘Mombaça’ and S10) distributed in 
eight blocks with two whole replicates was performed at Embrapa Beef Cattle (Brazilian 
Agricultural Research Corporation), in Campo Grande, Mato Grosso do Sul state, Brazil 
(20°27’S, 54°37’W, 530 m). Each block consisted of a total of 22 plots (20 individuals and two 
checks). 
Each plant was evaluated for agronomic and nutritional quality traits, totaling 22 
traits: i) agronomic traits: green matter (GM - g/plant), total dry matter (TDM - g/plant), leaf 
dry matter (LDM - g/plant), stem dry matter (SDM - g/plant), regrowth capacity (RC), and 
percentage of leaf blade (PLB - %) and ii) nutritional quality traits for the leaf and stem: organic 
matter (OM_L and OM_S, respectively - %), crude protein (CP_L and CP_S - %), in vitro 
digestibility of organic matter (IVD_L and IVD_S - %), neutral detergent fiber (NDF_L and 
NDF_S - %), acid detergent fiber (ADF_L and ADF_S - %), cellulose (CEL_L and CEL_S - 
%), silica (SIL_L and SIL_S - %), and permanganate lignin (PL_L and PL_S - %). The 





2014), but RC was evaluated for only three harvests (one harvest in 2013 and two harvests in 
2014). The nutritional quality traits were evaluated for only one harvest in 2014. 
Statistical analysis of phenotypic data 
Descriptive analyses were performed, and the Box-Cox transformation (Box and 
Cox, 1964) was applied to correct for nonnormality of the residuals. For traits with multiple 
harvests (agronomic traits), we fitted the following longitudinal linear mixed model: 
yijkl = µ  + hl + rk(l) + bj(l) + rbkj(l)+ ti(l) + ɛijkl 
where yijkl was the phenotypic value of the ith treatment in the jth block and kth replicate at the lth 
harvest; µ was the fixed overall mean; hl was the fixed effect of the lth harvest (l = 1, ..., L, with 
L = 3 for RC and L = 6 for the other traits); rk(l) was the fixed effect of the kth replicate (k = 1, 
..., K, with K = 2) at harvest l; bj(l) was the random effect of the jth block (j = 1, ..., J, with J = 8) 
at harvest l, with bj(l) ~ N(0,𝜎𝑏2); rbkj(l) was the random interaction effect of replication k and 
block j at harvest l, with rbkj(l) ~ N(0, 𝜎𝑟𝑏2 ); ti(l) was the effect of the ith treatment (i = 1, ..., I, with 
I = 162) at harvest l; and ɛijkl was the random environmental error. The treatment effects (ti(l)) 
were separated into two groups: gi(l) was the random effect of the ith individual genotype (i = 1, 
..., Ig, with Ig = 160) at harvest l, and ci(l) was the fixed effect of the ith check (i = 1, ..., Ic, with 
Ic = 2) at harvest l. For genotype effects, the vector g = (g11, ..., gIgL)` was assumed to follow a 
multivariate normal distribution with a mean of zero and genetic variance-covariance (VCOV) 
matrix G = GL Ⓧ IIg, i.e., g ~ N(0, G). For residual effects, the vector ɛ = (ɛ1111, ..., ɛIJKL)` 
followed a multivariate normal distribution with a mean of zero and residual VCOV matrix R 
= RL Ⓧ II.J.K, i.e., ɛ ~ MVN(0, R). 
The VCOV matrices GL and RL were analyzed considering seven different 
structures: identity (ID), diagonal (DIAG), compound symmetry (CS), heterogeneous 
compound symmetry (CSHet), first-order autoregressive (AR1), heterogeneous first-order 
autoregressive (AR1Het), first-order factor analytic (FA1), and unstructured (US). First, the 
genetic VCOV matrix (GL) was analyzed considering the ID for the residual matrix (RL), and 
posteriorly, the residual matrix (RL) was analyzed considering the selected VCOV matrix for 
genetic effects. Model selection was performed based on the Akaike information criterion 
(AIC) (Akaike, 1974) and Schwarz information criterion (SIC) (Schwarz, 1978). 





yijk = µ + rk + bj + rbjk + ti + ɛijk 
where yijk was the phenotypic value of the ith treatment in the jth block and kth replication; µ, rk, 
bj, rbkj, ti, and ɛijk were as described above but not nested within harvest and with ɛijk ~ N(0, 𝜎ɛ2). 
The treatment effects (ti) were separated into two groups: gi as a random effect, g ~ N(0, 𝜎𝑔2), 
and ci as a fixed effect. All analyses were performed with the R package ASReml-R (Butler et 
al., 2009). 
The heritability of each trait was calculated using the same model as previously 
mentioned but considering the GL and RL matrices as the ID. The equation was 
?̂?2 =  𝜎𝑔2𝜎𝑃2 
where 𝜎𝑔2 was the genetic variance and 𝜎𝑃2 was the phenotypic variance. The network analysis 
was carried out using the R package ‘qgraph’ (Epskamp et al. 2012). 
Identification of the reproductive mode 
The aposporic or sexual reproductive mode was determined for 106 hybrids of the 
progeny (Supplementary Table 1). From the flowers collected during anthesis, we performed 
an analysis of 30 ovules per hybrid using the clarified ovary method described by Young et al. 
(1979). Nomarski differential interference contrast microscopy was used to view the ovaries. A 
chi-square test was performed to verify the Mendelian segregation of this trait according to the 
expected model of monogenic inheritance in the base package of R (version 3.5.0) (R Core 
Team, 2018). 
GBS library preparation and sequencing 
From the extracted DNA, genotyping-by-sequencing (GBS) libraries were built 
according to Poland et al. (2012), containing 12 replicates for each parent. A total of 200 ng of 
genomic DNA per sample was digested with a combination of a rare-cutting enzyme (PstI) and 
a frequently cutting enzyme (MspI). DNA fragments were ligated to the common and barcode 
adapters, and the libraries were sequenced as 150 bp single-end reads using the High Output v2 
Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) for the NextSeq 500 platform (Illumina, San Diego, CA, 
USA). 
SNP calling and allele dosage analysis 
First, raw data were checked for quality using NGS QC Toolkit (Patel and Jain, 





al., 2014) modified for polyploids (Pereira et al., 2018) that use exact read depths. The default 
parameters were changed as follows: the minimum number of times a GBS tag must be present 
was changed to 5, and the minimum count of reads for a GBS tag was changed to 2. This 
pipeline requires a genome as a reference for SNP calling, but no genome sequence of M. 
maximus is available. To overcome this limitation, the switchgrass genome (P. virgatum v1.0, 
produced by the US Department of Energy Joint Genome Institute) available in the Phytozome 
database (http://phytozome.jgi.doe.gov/) (Goodstein et al., 2012) was chosen because this 
species is phylogenetically closely related to M. maximus (Burke et al., 2016). GBS tags were 
aligned to the reference genome with Bowtie2 2.3.1 (Langmead et al., 2009) using the following 
settings: very-sensitive-local, a limit of 20 dynamic programming problems (D) and a 
maximum of 4 times to align a read (R). Subsequently, only tags that aligned exactly one time 
were processed. Then, SNP calling was performed under the conditions that the minor allele 
frequency was greater than 0.05 and the minor allele count was greater than 1,000. Mismatches 
of duplicated SNPs greater than 0.2 were not merged. Then, in R software (version 3.5.0) (R 
Core Team, 2018), we selected only the SNPs with a minimum average allele depth equal to or 
greater than 60 reads. The updog package (Gerard et al., 2018) was used to estimate the allele 
dosage of these markers, with a fixed ploidy parameter of 4 and the flexdog function 
considering the F1 population model. SNPs with less than 0.15 of the posterior proportion of 
individuals incorrectly genotyped were selected. GBS sequences of each individual were 
deposited in the NCBI database under number PRJNA563938. 
Quality filtering of SNPs 
We removed markers with more than 25% missing data and monomorphic markers 
manually in R software (version 3.5.0) (R Core Team, 2018). Subsequently, we followed 
Bourke et al. (2018a) to ensure the retention of reliable markers. We first verified the shifted 
markers for the polysomic inheritance model from which SNP markers that did not correspond 
to an expected segregation type were removed. A threshold of 5% was used for missing values 
per marker and per individual. Duplicated markers, which provided no extra information about 
a locus, were also removed in this step. Finally, a principal component analysis (PCA) was 
performed to identify individuals who deviated from the progeny as well as possible clones. 





A linkage map was construed using TetraploidSNPMap version 3.0 (Hackett et al., 
2017), which allows the use of SNP markers with allele dosage data for autotetraploid species. 
SNP markers were checked with a chi-square test for goodness of fit, and only markers with a 
simplex configuration value greater than 0.001 and a segregation value greater than 0.01 for 
higher dosage were selected for mapping. Some unselected markers were classified as having 
segregation distortion (SD), being incompatible with the parental dosages (NP) and having DR. 
To order the selected markers, two-point analysis and multidimensional scaling analysis (MDS) 
were used to calculate recombination fractions and logarithm of odds (LOD) scores. Outlier 
markers were removed in this step. Some phases of the linked SNPs were inferred by 
TetraploidSNPMap software, and other phases were determined manually. The integrated 
consensus map represented by homology groups (HGs) was plotted using MapChart 2.32 
(Voorrips, 2002), in which SNP configurations were identified with different colors. 
Monogenic and polygenic trait analysis 
QTL mapping of six agronomic traits and sixteen nutritional quality traits was 
performed with TetraploidSNPMap, applying an interval mapping model (Hackett et al., 2014, 
2017). Analyses were conducted for each HG separately using three data files: phenotypic trait 
data, genotypic data and map data with phase information. The phenotypic data for the 
reproductive mode, i.e., aposporic or sexual, were considered qualitative due to the evaluation 
method applied; i.e., apomictic individuals were coded as one, and sexual individuals, as zero. 
The other phenotypic traits were analyzed as quantitative. QTL positions and significance were 
evaluated with a 1,000 permutation test. A QTL was declared significant if its LOD score was 
above the 90% threshold. Simple models were tested for each significant QTL to verify the best 
QTL model. The lowest SIC (Schwarz, 1978) was the criterion used to define the best model. 
Using TetraploidSNPMap software, if two or more significant QTLs were identified on the 
same chromosome, only the one with the greatest effect was considered. 
Search for similarity in aposporic and QTL regions 
We performed a search for similarity of candidate genes located close to the 
detected QTL/apospory locus regions. Using the switchgrass genome as a reference and based 
on chromosomal locations of the markers adjacent to the detected QTLs and apospory locus, 





(BLAST) (e-value cutoff of 1e-0.5) against the A. thaliana and O. sativa genomes through the 
JBrowse tool in Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov/) (Goodstein et al., 2012). 
Results 
Phenotypic data 
Different VCOV matrices were selected for the agronomic and nutritional traits 
(Supplementary Tables 2 and 3). When the AIC and SIC were not in agreement, we selected 
the matrices based on the largest difference between the models. For example, considering the 
GM trait and the GL matrix, US was selected based on the AIC, and CS was selected based on 
the SIC (US had 567.32 for the AIC and 702.21 for the SIC, and CS had 581.66 for the AIC 
and 598.53 for the SIC). The differences between these two selected models were 14.34 for the 
AIC (581.66-567.32) and 103.68 for the SIC (702.21-598.53). As the SIC produced the largest 
difference, this criterion was used, and the CS matrix was selected for the GL matrix of the GM 
trait. The heritabilities ranged from 0.19 (PLB) to 0.64 (GM) for the agronomic traits and from 
0.06 (SIL_S) to 0.31 (OM_L and CEL_S) for the nutritional quality traits (Table 1). Box-Cox 
transformation was performed for agronomic traits (GM, TDM, LDM, SDM, RC, PLB) and 
nutritional traits of the leaves and stems (OM_L, OM_S, CP_S, IVD_L, IVD_S, NDF_S, 
ADF_L, CEL_L, SIL_L, SIL_S, PL_L, and PL_S).  
The correlations between the agronomic and nutritional traits are presented in 
Figure 1. Significant and positive correlations were observed among GM, TDM, SDM, LDM, 
and RC. PLB presented a negative correlation with other agronomic traits and a positive 
correlation with NDF, but these correlations were weaker than those found for the other pairs 
of traits. Complex correlations between nutritional traits were obtained. In particular, stem-
related traits were most tightly correlated with leaf-related traits, and NDF_L and NDF_S were 
closely correlated. The ADF, CEL and PL traits exhibited a significant and positive correlation. 
The same pattern was observed for the leaf and stem nutritional traits: CP and IVD exhibited a 








Table 1. Broad-sense heritability obtained for the agronomic and nutritional traits for the F1 
mapping population of guinea grass (Megathyrsus maximus) evaluated in this study. 
Traits H² 
Agronomic 
Green matter (GM) 0.64 
Total dry matter (TDM) 0.57 
Leaf dry matter (LDM) 0.58 
Stem dry matter (SDM) 0.35 
Percentage of leaf blade (PLB) 0.19 
Regrowth capacity (RC) 0.36 
Nutritional 
Leaf organic matter (OM_L) 0.31 
Stem organic matter (OM_S) 0.15 
Leaf crude protein (CP_L) 0.13 
Stem crude protein (CP_S) 0.28 
Leaf neutral detergent fiber (NDF_L) 0.14 
Stem neutral detergent fiber (NDF_S) 0.14 
Leaf acid detergent fiber (ADF_L) 0.25 
Stem acid detergent fiber (ADF_S) 0.30 
Leaf in vitro digestibility of organic matter (IVD_L) 0.18 
Stem in vitro digestibility of organic matter (IVD_S) 0.26 
Leaf cellulose (CEL_L) 0.26 
Stem cellulose (CEL_S) 0.31 
Leaf permanganate lignin (PL_L) 0.18 
Stem permanganate lignin (PL_S) 0.18 
Leaf silica (SIL_L) 0.17 







Figure 1. Correlations among all phenotypic traits from the guinea grass mapping population. The green lines 
correspond to positive correlations between the traits, and the red lines correspond to negative correlations between 
the traits. The agronomic traits were green matter (GM), total dry matter (TDM), leaf dry matter (LDM), stem dry 
matter (SDM), percentage of leaf blade (PLB), and regrowth capacity (RC). The leaf and stem nutritional quality 
traits were the following: organic matter (OM_L and OM_S), crude protein (CP_L and CP_S), neutral detergent 
fiber (NDF_L and NDF_S), acid detergent fiber (ADF_L and ADF_S), in vitro digestibility of organic matter 
(IVD_L and IVD_S), cellulose (CEL_L and CEL_S), permanganate lignin (PL_L and PL_S), and silica (SIL_L 
and SIL_S). 
 
Genotyping and linkage analysis 
A total of 23,619 SNPs were identified through alignment using the P. virgatum 
genome as the reference, and these presented a mean depth per individual of 247.8 (SD ± 121.7).  
After the genotypic analysis, 2,804 SNPs with an average allele depth greater than 60 were 
selected for further filtering. After allele dosage estimation, 275 SNPs were discarded, in 
addition to 15 monomorphic markers and four markers with missing data identified manually 
in R software. Using the updog package, we obtained the allele dosage information for 2,510 





BBBB) was the most commonly found configuration, with 1,654 markers, followed by the 
duplex (AAAA × AABB, AABB × BBBB) and double-simplex (AAAB × AAAB, ABBB × 
ABBB) configurations, with 334 and 226 SNPs, respectively. The simplex-duplex (AAAB × 
AABB) configuration was the most represented among the higher dosages, with 155 markers, 
and the duplex-simplex (AABB × ABBB) configuration was the least represented, with only 
six SNPs. Analysis with the polymapR package revealed that all offspring were 95% compatible 
with the parents. Two individuals (B107 and C39) were very genetically similar to the parent 
cv. Mombaça and were removed, one clone (C49) of individual C44 was also removed, and 
another clone (B127) similar to B126 was also excluded (Figure 2). We subsequently discarded 
another 37 SNPs with missing values and 1,151 duplicated SNPs. This filtering resulted in 132 
genotyped offspring with 1,322 markers that were used at the beginning of the linkage analysis 
in TetraploidSNPMap software. In this step, incompatible markers with the parental allele 
dosages, SNPs with DR and markers showing SD were not considered. In addition, two-point 
analysis identified 149 SNPs as duplicated, and MDS analysis identified 27 outliers, which 
were then excluded. In total, 858 reliable SNPs were included in the linkage map. The apomictic 
parent, cv. Mombaça, presented 368 exclusive alleles; the sexual parent, S10, presented 275 
exclusive alleles; and the two parents shared 215 alleles. TetraploidSNPMap software was used 
again to rank the 2,510 SNPs based on their expected segregation. The analysis resulted in a 
total of 114 SNPs with SD, 183 with NP and 243 with DR (Table 2). 
 
Figure 2. Principal component analysis representing the genetic diversity among the progeny and the parents of 






Table 2. Distribution of SNP markers among genotype classes for a mapping population of guinea grass (Megathyrsus maximus). 
Marker class Genotype of the parents Segregation 
ratio 
Number DR NP Distorted Mapped 
Null AAAA x BBBB 0 0 0 0 0 0 
Simplex AAAA x AAAB, ABBB x BBBB 1:1 1,654 111 125 18 491 
Duplex AAAA x AABB, AABB x BBBB 1:4:1 334 0 58 40 136 
Triplex AAAA x ABBB, AAAB x BBBB 1:1 35 18 0 0 17 
Double-Simplex AAAB x AAAB, ABBB x ABBB 1:2:1 226 60 0 5 106 
X-Double-Simplex AAAB x ABBB 1:2:1 26 16 0 0 9 
Simplex-Duplex AAAB x AABB 1:5:5:1 155 38 0 9 72 
Duplex-Simplex AABB x ABBB 1:5:5:1 6 0 0 0 1 
Double-Duplex AABB x AABB 1:8:18:8:1 74 0 0 42 26 
Total   2510 243 183 114 858 
Significant distortion at (P < 0.001) and (P < 0.01) for simplex and higher-dosage markers. DR corresponds to double reduction and NP are 










We constructed an integrated consensus linkage map consisting of 858 SNP markers distributed 
over 756.69 cM in eight HGs, with all possible allele dosage configurations for an autotetraploid 
species (Table 2, Figure 3 and Supplementary Table 4). Considering all integrated consensus 
HGs, an average density of ~1.13 SNPs/cM was obtained. The largest HG was VII, with 159 
SNPs distributed over 108.573 cM, and the smallest HG was VIII, with 49 SNPs present over 
70.05 cM. The interlocus intervals were relatively small, with a minimum value of 0.003 cM 
for the majority of the HGs (I, II, IV, VI and VII) and a maximum of 8.65 cM and 7.24 cM on 
HG V and HG I, respectively (Table 3). Among the markers, we identified approximately 30 
double-duplex markers (AABB x AABB), which contained all types of doses for autotetraploid 






Figure 3. Linkage map constructed for guinea grass (Megathyrsus maximus) using SNPs with allele dosage 





Table 3. Summary of the linkage map of guinea grass (Megathyrsus maximus) obtained with 
the S10 × cv. Mombaça population. 
HG* No. mapped 
SNPs 
Length (cM) Smallest interval (cM) Longest interval (cM) 
I 144 101.74 0.015 7.24 
II 128 103.53 0.031 3.43 
III 85 94.06 0.027 5.24 
IV 115 87.66 0.003 6.34 
V 104 96.08 0.008 8.65 
VI 74 94.99 0.013 6.42 
VII 159 108.57 0.009 5.63 
VIII 49 70.05 0.072 6.93 




The mode of reproduction of 106 hybrids in the mapping population was 
determined and indicated that apospory had a segregation ratio of 1:1 based on a chi-square test 
(X² = 5.43, p ≥ 0.01), consistent with the model expected for monogenic inheritance. The apo-
locus was mapped in the HG II at a peak position of 65 cM, with a high LOD score of 50.06 
(Supplementary Figure 1). More than 80% of the phenotypic variation in the apomictic 
reproductive mode was explained, and the simple models best classified the apo-locus as a 
simplex genotype (BBBB x ABBB). As expected, this locus was linked to the apomictic parent, 
cv. Mombaça. Two SNP markers exclusive to this parent, namely, S_14_29023868 and 
S_10_48091934, were linked to the apo-locus at 0.8 cM (Figure 3). 
Agronomic trait mapping 
Ten significant QTLs were mapped for GM, TDM, LDM, SDM, PLB and RC, 
which were distributed in HGs II, IV, V and VI (Table 4 and Supplementary Figure 2). Here, 
we will report the QTLs that were identified for the main traits targeted in the M. maximus 
breeding program. TDM was associated with two QTLs in HGs II (qTDM3) and V (qTDM4) 





respectively. For LDM, we detected two QTLs in HGs V (qLDM5) and VI (qLDM6) with LOD 
scores of 3.9 and 3.0 and that explained 7.9 and 4.5% of the phenotypic variation, respectively. 
PLB was associated with one QTL in HG IV (qPLB8) with LOD score of 3.8 and that explained 
6.8% of the phenotypic variation. We identified two QTLs for RC in HGs II (qRC9) and VI 
(qRC10) with LOD scores of 4.7 and 3.8 and that explained 10.4% and 6.3% of the phenotypic 
variation, respectively. 
The simple models that best represented the QTLs for each agronomic trait were 
identified based on the lowest SIC values. The QTL with the greatest effect on TDM, which 
was present in HG VI, followed a duplex model (AAaa x aaaa) with an additive effect of the A 
allele from the S10 parent. The same model was verified for LDM with qLDM5, a QTL 
associated with the S10 parent, and qLDM6, a QTL associated with the cv. Mombaça parent. 
The QTL with the smallest effect for TDM and the single QTL for PLB followed the double-
simplex model (Aaaa x Aaaa) with an additive effect of both parents. The two QTLs detected 
for RC followed the simplex model, with the S10 parent contributing the allele for qRC9 and 
the ‘Mombaça’ parent contributing the allele for qRC10. 
 
Table 4. QTLs identified for agronomic traits from the sexual genotype S10 and apomictic 
cv. Mombaça of guinea grass (Megathyrsus maximus). 
Agronomic trait QTL HG 
Position 
(cM) LOD R² Parents 
Green matter (GM) 
qGM1 V 71.0  3.56 6.78 both 
qGM2 VI 87.0  2.91 4.29 ‘Mombaça’ 
Total dry matter (TDM) qTDM3 II 75.0  3.37 5.79 both 
      qTDM4 V 70.0  4.41 9.40 S10 
Leaf dry matter (LDM) 
qLDM5 V 70.0  3.90 7.93 S10 
qLDM6 VI 88.0  2.97 4.53 ‘Mombaça’ 
Stem dry matter (SDM) qSDM7 V 71.0  3.73  7.24 ‘Mombaça’ 
Percentage of leaf blade (PLB) qPLB8 IV 17.0  3.81 6.84 both 
Regrowth capacity (RC) qRC9 II 75.0  4.73 10.37 S10 







Nutritional trait mapping 
Thirty-six significant preliminary QTLs were identified for OM, CP, NDF, ADF, 
IVD, PL, CEL, and SIL for the leaf and stem. These QTLs were distributed in all HGs (Table 
5 and Supplementary Figures 3,4). For CP_L, two QTLs were detected in HGs III (qCP_L6) 
and V (qCP_L7) with LOD scores of 3.4 and 4.3 and that explained 5.1% and 9.7% of the 
phenotypic variation, respectively. For CP_S, two QTLs were detected in HGs V (qCP_S8) and 
VIII (qCP_S9) with LOD scores of 3.8 and 2.8 and that explained 8.4% and 3.2% of the 
phenotypic variation, respectively. For NDF_L and NDF_S, we detected five QTLs each, all at 
the same positions in HGs I (qNDF_L10/qNDF_S15), II (qNDF_L11/qNDF_S16), III 
(qNDF_L12/qNDF_S17), IV (qNDF_L13/qNDF_S18), and VII (qNDF_L14/qNDF_S19). The 
QTLs with the largest effect on NDF were found in HGs II and IV and were identified with 
LOD scores of 5.5 and 4.3, respectively; qNDF_L11/qNDF_S16 in HG II explained more 
phenotypic variation (12%). For the IVD_L trait, only one QTL was found in HG III 
(qIVD_L27) with LOD score of 3.8 and that explained 5.9% of the phenotypic variation. For 
IVD_S, two QTLs were obtained in HGs V (qIVD_S28) and VIII (qIVD_S29) with LOD scores 
of 3.6 and 3.9 and explaining 7.3 and 5.8% of the phenotypic variation, respectively. We 
detected a single QTL for PL_L located in HG III (qPL_L33) with LOD score of 3.9, and it 
explained 6.2% of the phenotypic variation. Additionally, PL_S was associated with only one 
QTL, which was identified in HG VIII (qPL_S34) with LOD score of 2.7 and explained 2.8% 

















Table 5. QTLs identified for traits related to nutritional quality from the sexual genotype S10 
and apomictic cv. Mombaça of guinea grass (Megathyrsus maximus). 
Nutritional trait QTL HG 
Position 
(cM) 
LOD R² Parents 
Leaf organic matter 
(OM_L) 
qOM_L1 V 87.0  4.15 8.3 S10 
qOM_L2 VI 48.0  3.81 6.7 ‘Mombaça’ 
Stem organic matter  qOM_S3 I 63.0  3.85 7.85 S10 
(OM_S)   qOM_S4 VII 68.0  4.76 11.44 both 
 qOM_S5 VIII 36.0  4.35 7.19 both 
Leaf crude protein 
(CP_L)    
qCP_L6 III 34.0  3.43 5.10 both 
qCP_L7 V 65.0  4.32 9.68 both 
Stem crude protein 
(CP_S) 
qCP_S8 V 33.0  3.84 8.40 ‘Mombaça’ 
qCP_S9 VIII 6.0  2.84 3.17 S10 
Leaf neutral detergent 
fiber (NDF_L)   
qNDF_L10 I 15.0  3.64 6.09 both 
qNDF_L11 II 48.0  5.49 12.08 both 
qNDF_L12 III 33.0  3.51 6.83 both 
qNDF_L13 IV 14.0  4.30 6.84 both 
qNDF_L14 VII 69.0  3.74 7.81 ‘Mombaça’ 
Stem neutral detergent 
fiber (NDF_S) 
qNDF_S15 I 15.0  3.61 6.01 both 
 qNDF_S16 II 48.0  5.50 12.07 both 
 qNDF_S17 III 33.0  3.5 6.81 both 
 qNDF_S18 IV 14.0  4.31 6.87 both 
 qNDF_S19 VII 69.0  3.75 7.85 ‘Mombaça’ 
Leaf acid detergent 
fiber (ADF_L) 
qADF_L20 I 57.0  3.98 8.84 S10 
qADF_L21 V 59.0  4.0 8.07 both 
qADF_L22 VI 45.0  3.08 2.46 both 
Stem acid detergent 
fiber (ADF_S) 
qADF_S23 V 45.0  3.48 6.21 ‘Mombaça’ 






Table 5. Continued 
 
According to the simple model analysis, the best model for the two QTLs of CP_L 
was the double-simplex model (Aaaa x Aaaa) with an additive effect of both parents. In 
contrast, qCP_S8 was best represented by a duplex model (AAaa x aaaa) with a dominant effect 
of cv. Mombaça. The CP_S9 QTL was represented by a double-simplex model with an additive 
effect of the S10 parent. The QTL with the greatest effect on NDF was best represented by the 
double-simplex model with an additive effect from both parents. For IVD_L, a simplex allele 
was verified in the sexual parent (Aaaa x aaaa). The same model was also observed for IVD_S 
and PL_L, with the A allele from the apomictic parent associated with the trait. The single QTL 
for PL_S was explained by a double-simplex model with a dominant effect from both parents. 
Search for similarity in aposporic and QTL regions 
Some genes that contain conserved protein domains were found in regions flanking 
the apo-locus located in HG II, such as the Spc97/Spc98 family of spindle pole body (SBP) 
Nutritional trait QTL HG 
Position 
(cM) 
LOD R² Parents 
 qADF_S25 VII 93.0  3.41 5.90 Both 
 qADF_S26 VIII 41.0  3.04 4.05 S10 
Leaf in vitro digestibility 
of organic matter 
(IVD_L) qIVD_L27 III 20.0  3.8  5.85 S10 
Stem in vitro digestibility 
of organic matter 
(IVD_S) 
qIVD_S28 V 37.0  3.55 7.31 ‘Mombaça’ 
qIVD_S29 VIII 6.0  3.91 5.84  
Leaf cellulose (CEL_L) qCEL_L30 I 55.0  4.69 10.85 both 
Stem cellulose (CEL_S) qCEL_S31 VIII 37.0  3.02 3.37 both 
Leaf permanganate lignin 
(PL_L) 
qPL_L33 III 74.0  3.86 6.18 ‘Mombaça’ 
Stem permanganate lignin 
(PL_S) 
qPL_S34 VIII 7.0  2.7 2.78 both 
Leaf silica (SIL_L) 
qSIL_L35 III 94.0  3.70 5.68 ‘Mombaça’ 
qSIL_LF36 VII 36.0  4.63 10.63 S10 





components, whose proteins assist in the control of the microtubule network (Lin et al., 2015), 
and the inner centromere protein (ARK-binding region). These two genes play an important 
role in the segregation of chromosomes during cell division (Kirioukhova et al., 2011; Lin et 
al., 2015). In addition, a gene possibly involved in the aposporic reproductive mode was similar 
to somatic embryogenesis receptor-like kinase 1 (SERK1), which is part of a complex 
associated with the induction of embryo development (Albrecht et al., 2008).  
A total of 23 regions were found due to the overlap of QTLs in common regions in 
the linkage map. In these regions, 55 different gene families from P. virgatum, A. thaliana and 
O. sativa were identified. Most of these genes may play important roles in cellular metabolism 
and may be associated with plant growth and development (Table 6). Further details about the 
locations of the candidate genes in their respective QTL regions are provided in 
Supplementary Table 5.  
Among the putative genes, many participate in hormonal signaling pathways, such 
as auxin efflux carrier component in HG I - region 2 (qADF_L20/qCEL_L30), which is related 
to the intercellular directionality of auxin (Friml et al., 2002); RING/U-box (XERICO) in HG 
II – region 5 (qNDF_L11/ qNDF_S16), which is involved in the regulation of abscisic acid 
(ABA) (Ko et al., 2006); gibberellin-regulated family members (GAST1, GASR2, GASR3, and 
GASR9) in HG III – region 9 (qPL_L33), which are associated with the regulation of gibberellic 
acid (GA) and ABA (Hedden and Thomas, 2016); ent-copalyl diphosphate synthase in HG IV 
– region 11 (qNDF_L13/qNDF_S18/qPLB8), which plays a role in GA biosynthesis (Koksal et 
al., 2011); and ethylene insensitive 3 (EIN3) in HG VIII – region 21 (qCP_S9/qIVD_S29/ 
qPL_S34), which is associated with cell growth and senescence processes (Munné-Bosch et al., 
2018) (Table 6 and Supplementary Table 5). 
In addition, other genes with a role in plant physiology were also identified, such 
as the gene encoding the enzyme phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) in HG I – region 2 
(qADF_L20/qCEL_L30), whose function is the catalysis of primary metabolic reactions in 
plants (Toledo-Silva et al., 2013). Glycosyltransferase was found in HG III – region 7 
(qIVD_L27) and is associated with the biosynthesis of polysaccharides and glycoproteins 
(Hansen et al., 2012). Pectinesterase/pectin methylesterase, which was detected in HG V – 
region 14 (qGM1/qTDM4/qLDM5/qSDM7/qADF_L21/qCP_L7) and HG VIII – region 23 
(qSIL_S37) is related to cellular adhesion and stem elongation (Damm et al., 2016). In addition 





(qOM_S4/qNDF_L14/qNDF_S19). Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, which was 
present in HG VIII – region 22 (qOM_S5/qADF_S26/qCEL_S31), is involved in coordinating 
plant growth (Kusano et al., 2008). 
Many putative candidate genes present in lignan biosynthesis pathways were 
verified in some regions of QTLs. Glycosyl hydrolase family 16 was located in HG III - region 
8 (qCP_L6/qNDF_L12/qNDF_S17), and the genes associated with secoisolariciresinol 
dehydrogenase and the NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily were located in region 9 
(qPL_L33). UDP-Glycosyltransferase superfamily protein was present in HG V – region 13 
(qADF_S23). The 4-coumarate:CoA ligase 3 gene was obtained in HG VI - region 16 
(qOM_L2/qADF_L22). The gene encoding NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily was 





 Table 6. Description and function of the genes identified in apomixis and QTL regions from linkage map of guinea grass. 
 
 








Phosphoenolpyruvate carboxylase CO2 fixation in the cytoplasm Toledo-Silva et al. (2013) 
Auxin efflux carrier family protein 
Regulator of auxin efflux, differential growth 
and tropism 
Friml et al. (2002) 
Inorganic H pyrophosphatase family protein 
Regulation of plant proton‐pumping 
homeostasis 
Primo et al. (2019) 
Vacuolar ATP synthase subunit A  
Male gametophyte development and Golgi 
organization 
Dettmer et al. (2005) 
Palmitoyltransferase TIP1 Stem cell or root hair and pollen tube growth Hemsley et al. (2005) 
PINHEAD 
Regulation of cell division and axis 
determinacy 
Newman et al. (2002) 
I 3 qOM_S3 
Plant stearoyl-acyl-carrier-protein desaturase 
family protein 
Regulation of oleic acid  Kachroo et al. (2007) 
Exocyst Complex Protein Exo70 Plant cell morphogenesis Hála et al. (2008) 
II 4 Apo-locus 
Inner centromere protein (ARK binding region)  
Regulation of egg and central cell fate and 
differentiation 
Kirioukhova et al. (2011) 
Somatic embryogenesis receptor-like kinase 1 
(SERK) 
Induction of somatic embryogenesis  Albrecht et al. (2008) 
Spc97 / Spc98 family of spindle pole body (SBP) 
component  





Table 6. Continued 
 




RING/U-box domain-containing protein 
(XERICO)  
Regulation of abscisic acid (ABA) Ko et al. (2006) 
Wall-associated receptor kinase 
galacturonan-binding (GUB_WAK_bind) 
Pathogen response and cell expansion Kohorn et al. (2012) 
Late embryogenesis abundant (LEA) 
protein-related 
Seed maturation and tolerance to abiotic 
stress in plants 
 Zhang et al. (2014) 
II 6 qTDM3 
WRKY family transcription factor family 
protein 
Pathogen defense, senescence and 
trichome development 
Eulgem et al. (2000) 
    qRC9 Eukaryotic elongation factor 5A-1 
Regulation of cell division, cell growth, 
and cell death 
Feng et al. (2007) 
III 7 qIVD_L27 Glycosyltransferase 
Biosynthesis of polysaccharides and 
glycoproteins 






Integral plasma membrane protein and 
wall‐loosening factor Ndamukong et al. (2009) 
  Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase  Cell wall construction Yokoyama et al. (2001) 
         
III 9 qPL_L33 Protein thylakoid formation 1, chloroplastic 
Vesicle-mediated thylakoid membrane 
biogenesis 
Wang et al. (2004) 
   Secoisolariciresinol dehydrogenase Lignin biosynthesis Davin & Lewis (2003) 
   Gibberellin-regulated family protein 
Reproductive development and regulation 
of growth 
Hedden & Thomas (2016) 
   
NAD(P)-binding Rossmann-fold 
superfamily protein 
Cinnamoyl-CoA reductase activity (lignin 
biosynthesis) 






Table 6. Continued 
HG Region QTL Gene Description Function Reference 
III 10 qSIL_L35 
Disease resistance protein RPS2 
Stripe rust resistance protein 
Immune signaling in response to pathogenic fungi 
Immune signaling in response to root-knot 
nematodes 
Kourelis & van der Hoorn 
(2018) 





Ent-copalyl diphosphate synthase  Gibberellin biosynthesis Koksal et al. (2011)  
Phototropic-responsive NPH3 family 
protein 




Glucuronokinase UDP-glucuronic acid synthesis (sugar metabolism) Xiao et al. (2017) 
WRKY DNA-binding domain 
Pathogen defense, senescence and trichome 
development 
Eulgem et al. (2000) 
P-glycoprotein  Auxin transport Geisler & Murphy (2006) 
Protein NRT1/ PTR family 6.2 Transporting different substrates, e.g., nitrate 
Corratgé-Faillie & Lacombe 
(2017) 
Methyl esterase Hydrolysis of auxin and jasmonic acid Yang et al. (2008) 
 13 qADF_S23 
UDP-Glycosyltransferase superfamily 
protein 








Early nodulin-like family protein 
Cell differentiation and cell wall reorganization 
during nodulation 
Mashiguchi et al. (2009) 
HEXOKINASE Glucose regulation 
Aguilera-Alvarado 
& Sánchez-Nieto (2017) 
Pectinesterase / Pectin methylesterase Pectin structure Pelloux et al. (2007) 
NAD-dependent malic 
enzyme_mitochondrial precursor 
Metabolism in mitochondria Tronconi et al. (2008) 
NADP-dependent malic 
enzyme_chloroplast precursor 
Metabolism in chloroplasts (C4 plants) or in 
cytosol  





Table 6. Continued 
HG Region QTL Gene Description Function Reference 
V  15 qOM_L1 Calcium-binding EF-hand family protein 
Regulation of cellular and developmental 
processes 










Galactinol--raffinose galactosyltransferase / 
Stachyose synthetase 
Desiccation protectant in seeds and 
transporter of sugar in phloem sap 
Sengupta et al. (2015) 
Nodulin-like / Major Facilitator Superfamily 
protein 
Facilitators of water and ammonia transport  Routray et al. (2015) 
Peroxidase superfamily protein Lignin biosynthesis Toledo-Silva et al. (2013) 
VII 18 qSIL_L36 
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase family protein 
Control of cell proliferation and 
differentiation 





Chloroplast envelope transporter Ions transport Hohner et al. (2016) 
Endo-1,4-beta-xylanase/ Glycosyl hydrolase 
family 10 protein 
Xylan degradation Suzuki et al. (2002) 
Alpha-galactosidase 
Regulation of cell wall loosening and cell 
wall expansion 
Chrost et al. (2007) 








Table 6. Continued 
HG Region QTL Gene Description Function Reference 




3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase Fatty acid biosynthesis Ding et al. (2015) 
Sugar transporter/spinster transmembrane 
protein 
Transport of lipidic molecules 
Niño-González et al. 
(2019) 
Ethylene insensitive 3 family protein Modulation of plant growth Munné-Bosch et al. (2018) 
Glycine-rich cell wall structural 
transmembrane protein 
Component of the cell walls of higher plants Mousavi & Hotta (2005) 
NAD(P)-binding Rossmann-fold 
superfamily protein 
Cinnamoyl-CoA reductase activity (lignin 
biosynthesis) 
Pan et al. (2014) 
VIII 22 qOM_S5 Sterol regulatory element-binding protein Regulation of sterol biosynthesis Seo et al. (2008) 
  qADF_S26 Alpha carbonic anhydrase  C4 photosynthetic pathway Toledo-Silva et al. (2013) 
   qCEL_S31 Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase Regulator of root hair tip growth Kusano et al. (2008) 







We obtained a satisfactory representative linkage map for M. maximus, with a large 
genetic distance observed between the parents, namely, cv. Mombaça (Figure 2, quadrant I) 
and S10 (Figure 2, quadrant IV). This genetic distance and the distribution of hybrids can be 
visualized in the PCA performed with the allele dosage information of all individuals (Figure 
2). The crossing of contrasting parents makes it possible to check the recombination frequency 
between loci, which is a fundamental principle for observing the segregation of traits in hybrids 
and promoting the detection of QTLs (Luo et al., 2000). 
Because M. maximus does not yet have a sequenced genome, we aligned our GBS 
reads to the allotetraploid genome of P. virgatum, which is a species closely phylogenetically 
related to M. maximus (Burke et al., 2016), since M. maximus previously belonged to the 
Panicum genus. This genetic proximity was confirmed based on the consistent distribution of 
the markers in the genetic map (Figure 3 and Supplementary Table 4). In addition, 
considering our tetraploid mapping population, the use of a tetraploid genome as reference 
might be more informative than the use of diploid genomes because there is a greater possibility 
of similar chromosomal rearrangements between these species (Daverdin et al., 2015). 
However, the possibility of using the genome of P. virgatum as reference does not preclude the 
need for a sequenced genome of M. maximus, mainly due to the possibility of identifying 
exclusive markers of the species, and our linkage map can contribute to the assembly of this 
reference genome. 
After allele depth estimation, only 10% of markers were retained for the next 
analysis, in which we prioritized a minimum average allele depth of 60 reads to suppress the 
probable overestimation of allele bias due to our population size. Gerard et al. (2018) 
recommend that more than 25 reads be used to obtain a strong correlation of true genotypes 
under high levels of bias and overdispersion, emphasizing that read depth requirements should 
be based on how many individuals are included in the study. Of the genetic mapping studies 
involving tropical forage grasses, only one reported the use of SNP markers with allele dosage, 
in which a minimum overall depth of 25 reads was considered in a biparental progeny of U. 





Our linkage map is the second for M. maximus but the first to be integrated from 
both parents and containing SNP markers in multiple doses. Updated statistical models and the 
recent genome sequencing technologies promoted advances in the knowledge of the genetics 
of polyploid organisms, as demonstrated by the comparison of our genetic map for M. maximus 
with the first map for this species published over ten years ago by Ebina et al. (2005). The first 
map contained 360 dominant markers obtained with amplified fragment length polymorphism 
(AFLP) and random amplified polymorphic DNA (RAPD) techniques that segregated at a 1:1 
ratio and was obtained from an apomictic cultivar used for genetic breeding in Japan. These 
markers were distributed in 39 linkage groups, which is greater than the number expected for 
this species (2n = 4x = 32); therefore, this map has a limited contribution. In this context, the 
use of SNPs as codominant markers and their quantitative analysis allowed many gains in our 
map, being the most real and closest to what we have of the genome of this species; such as 
coverage of many regions of quantitative traits important to breeders and the genetic effects 
that influence these traits, as well as alleles of the parents that were determinant of the characters 
of the hybrid. 
In addition, the strategy of greater refinement of SNPs adopted after estimating 
allele dosage using two programs of mapping prevented overinflation among loci. We detected 
some markers with SD (Table 2), but we chose not to use them, aiming to increase the 
probability of obtaining an exact distance between markers in the HGs. Since genotyping errors 
are probable, a large amount of missing data and a large number of distorted loci may promote 
the expansion of linkage maps as well as overestimate the recombination fractions and limit the 
accuracy of the mapping (Cartwright et al., 2007; Gerard et al., 2018). However, SD is a 
phenomenon commonly found in the genome, and some linkage maps contain distorted 
markers, including those of grasses such as pearl millet (Sehgal et al., 2012) and napiergrass 
(Paudel et al., 2018). Therefore, greater knowledge of the occurrence and genetic causes of SD 
in plants is important for inferring which genes are kept together or separated by SD (Zhu et 
al., 2006; Anhalt et al., 2008). Thus, future studies might aggregate information on the structure 
of loci with SD in the genome of M. maximus. 
Most linkage maps in grasses include only single-dose markers with segregation 
ratios of 1:1 and 3:1; thus, the heterozygous classes were grouped with one of the homozygous 
classes, resulting in a loss of information (Bourke et al., 2018b). The use of linkage maps with 





greater confidence in the modeling of allelic effects of QTLs (Hackett et al., 2014). The markers 
present in our map were mostly simplex, while higher-dosage markers comprised 
approximately 28.4% of the map, as shown in Table 2. Similar values were also verified in the 
genetic map of U. decumbens (Ferreira et al., 2019), probably due to the complexity of scoring 
and analyzing these types of markers. Our map presented a greater number of alleles exclusive 
to the apomictic parent than sexual parent, as observed in the previous map of M. maximus 
(Ebina et al., 2005) and in the genetic maps of other forage grasses (Worthington et al., 2016; 
Ferreira et al., 2019). This difference is likely due to the origin of the genotypes: ‘Mombaça’ 
and S10 have natural tetraploid genomes, but S10 was obtained from a sexual x apomictic cross 
of an original diploid sexual plant that was duplicated with colchicine. 
Our linkage map was sufficient for the identification of oligogenic trait with a 
genomic region responsible for 80% of the phenotypic variance and polygenic traits. Therefore, 
our map will also be useful for the detection of other important characteristics in M. maximus 
and can contribute to the assembly of the genome of this species, as well as to studies about the 
biology and evolution of other phylogenetically closely related tropical forage grasses, such as 
those in the Urochloa and Paspalum genera. 
Double reduction in guinea grass 
We reported for the first time the occurrence of DR in M. maximus. Autotetraploids 
may undergo this type of segregation when in multivalent pairing, two pairs of chromatids pass 
to the same pole in anaphase I of meiosis (Haynes and Douches, 1993). In guinea grass, irregular 
chromosome segregation has already been verified in cytogenetic analysis in hybrids and 
parents from the breeding program of the Embrapa Beef Cattle (Pessim et al., 2010; Pessim et 
al., 2015).  The distribution of the markers with DR between the dosage types was proportional 
to the number of SNPs with each configuration. DR has been extensively studied using SNPs 
with dosage data in autotetraploid linkage maps in potato (Hackett et al., 2017; Bourke et al., 
2018a). Approximately 6% of markers in potato have DR (Bourke et al., 2015), corroborating 
our results (9.68%). Despite some studies suggesting that DR should be included in genetic 
map construction and in QTL analysis (Li et al., 2010), other studies verified that such markers 
exert only minor positive effects on the power and accuracy of mapping analysis using single-
dose markers (Bourke et al., 2015) and higher-dose markers (Bourke et al., 2016). In addition, 
statistical models have been created to include DR in linkage mapping (Huang et al., 2019), but 





The occurrence of DR in M. maximus has many implications for breeding programs, 
being that the effects of DR and how to handle them have been the targets of several studies 
(Luo et al., 2000; Xu et al., 2013; Layman and Busch, 2018). This type of segregation exposes 
alleles located in distal regions of the chromosomes to homozygosis and thus is effective in 
eliminating the lethal alleles in a population (Butruille and Boiteux, 2000). A low rate of DR is 
sufficient to considerably reduce the equilibrium frequency of a deleterious allele at one locus 
(Luo et al., 2006). As an alternative, DR could be used to accelerate the accumulation of 
favorable rare alleles through marker-assisted selection (MAS) (Bourke et al., 2015). In 
addition, it is possible to obtain genotypes with loci having a higher homozygosis rate for use 
in specific crosses (Bourke et al., 2015). In this context, more detailed molecular study could 
elucidate the influence of DR on the phenotypes of hybrids of our study species. 
Apospory mapping and the search for gene similarity 
A chi-square test (X² = 5.43, p ≥ 0.01) performed for qualitative analysis of the 
reproductive mode of the 106 hybrids followed the Mendelian inheritance model, corroborating 
the results obtained with progeny tests in guinea grass performed by Savidan (1980) and 
Savidan (1981), in which sexual x apomictic progenies exhibited a 1:1 ratio that could be 
explained by an Aaaa genotype for apomictic because the aposporous apomixis of M. maximus 
is dominant over sexuality. We also proved this finding through SNP markers. Other studies of 
grasses such as Pennisetum (Akiyama et al., 2011), Paspalum (Martínez et al., 2003) and 
Urochloa (Valle et al., 1994; Vigna et al., 2016) also verified this segregation for the 
reproductive mode. Evidence suggests that this locus is present in a conserved region of the 
plant genome; however, further molecular genomic studies on aposporous apomixis in forage 
grasses are needed because the recent studies have led to other hypotheses, such as a possible 
influence of epigenetics (Kumar, 2017). Interestingly, more advanced studies on apomixis in 
M. maximus genotypes from a germplasm bank of India reported the decoupling of apomixis 
into three components, namely, apospory, parthenogenesis and pseudogamous-endosperm. 
These components are three distinct genetic determinants that determine an individual as 
apomictic, and recombination might occur among these components, supporting the hypothesis 
that more major genes are involved in apomixis control (Kaushal et al., 2008; Kaushal et al., 
2019). This decoupling in neo-apomictics might be the target of an adaptive mechanism to 
maintain variability through hybridization and could be beneficial to the breeding program 





The aposporous region in M. maximus was previously mapped (Ebina et al., 2005; 
Bluma-Marques et al., 2014), and similar to our results, no markers were in perfect linkage with 
the region. Nonetheless, we mapped markers at a shorter distance (0.8 cM) from the apo-locus 
(Figure 3). Genetic markers linked to apomixis have been sought in other tropical forage 
grasses (Vigna et al., 2016; Worthington et al., 2016, 2019), aiming at the efficient and rapid 
identification of the reproductive mode of progenies. Once identified, such markers may be 
transferred among forage grasses, based on evidence of conservation of the ASGR. Thus, 
markers near the apospory region that were identified in our map may be validated and useful 
for the breeding program of this species. 
In addition, we observed that the markers closer to the peak region of the apo-locus 
were in a genomic region of P. virgatum similar to a region of the genome of A. thaliana that 
contains the SERK1 gene. This gene is involved in the signaling pathway active during zygotic 
and somatic embryogenesis in A. thaliana, and its overexpression increases the efficiency of 
somatic embryogenesis initiation (Hecht et al., 2001). In nucellar cells of apomictic genotypes 
of Poa pratensis, the SERK gene is involved in embryo sac development (Albertini et al., 2005). 
Recently, SERK was reported in Brachypodium distachyon grass as having a domain conserved 
among monocots and plays a prominent role in apomixis (Oliveira et al., 2017). Scarce studies 
have investigated the genes involved in the regulation of reproductive events in guinea grass, 
and these previous studies mainly utilized of transcriptome data (Toledo-Silva et al., 2013; 
Radhakrishna et al., 2018). 
QTLs for agronomic and nutritional traits 
Traits related to the productivity and quality of forage used for cattle fattening are 
categorized as complex traits, which are determined by both genetic and environmental factors. 
The transgressive segregation observed in these traits in M. maximus suggests quantitative and 
polygenic inheritance, consistent with the inheritance of non-Mendelian traits (Miles and 
Wayne, 2008; Holzman and Hulsey, 2017). A QTL mapping approach is required for the 
characterization of the genetic architecture of traits. In our study, QTL analysis of autotetraploid 
progeny was performed using interval mapping (IM) of markers with allele dosage. This same 
methodology was successfully applied in QTL mapping in signalgrass, another important 
forage grass (Ferreira et al., 2019). The multiple interval mapping (MIM) method was recently 
implemented in polyploids and is a new alternative for other mapping studies using data with 





the peak with the largest effect as a QTL, but it is worth mentioning that peaks were present 
near the peak QTL for all agronomic traits (Supplementary Figure 2). 
QTLs associated with important agronomic traits were mapped in HGs I, III, VII 
and VIII, with the phenotypic variation explained ranging from 4.3% to 10.4% (Table 4). 
Because M. maximus is undergoing a domestication process, the crop can still be greatly 
improved by the selection of large-effect QTLs. Therefore, QTL qRC9, located at 75 cM in HG 
II, which explained 10.3% of the phenotypic variation in RC (Supplementary Figure 2, 
HG_2(B)) and had a predominant additive effect of the female progenitor S10, may be a 
candidate for the marker-assisted selection program of guinea grass.  
We found more than one QTL for TDM, LDM and RC, again supporting the 
hypothesis of complex genetic control. Conversely, we found only one QTL for PLB in both 
parents. TDM and LDM showed high broad-sense heritability (< 0.5), followed by RC (0.3) 
and PLB (0.1), as shown in Table 1. Higher heritability values (< 0.85) for LDM and RC and 
a value for PLB above 0.4 were recently reported in M. maximus (Lara et al., 2019), using the 
generalized heritability formula (Cullis et al., 2006). For this species, a greater amount (g/plant) 
of TDM and LDM in the progenies has been associated with considerable heritability from the 
most productive parents (Braz et al., 2013; Braz et al., 2017). Matias et al. (2019) also verified 
the same pattern in interspecific hybrids from Urochloa spp., another genus adapted to tropical 
conditions. The intermediate heritability of RC and the QTLs associated with this trait that were 
detected in both parents resulted in hybrids with a good capacity for regrowth. This trait is also 
considered fundamental in forage grasses because it is directly related to the persistence of the 
forage after defoliation (Jank et al., 2011). 
The negative correlation between PLB and SDM was expected (Figure 1), and Braz 
et al. (2017) verified the higher PLB values in the experiment of this progeny. PLB is related 
to plant structure, and plants with a high percentage of leaves are desirable because this trait is 
related to higher forage quality. A higher PLB was observed in the male parent, cv. Mombaça, 
which is often used as a check in experiments. Since its release in the 1990s, along with cv. 
Tanzania, cv. Mombaça has promoted pasture intensification in the country due to its very high 
productivity and forage quality (Jank et al., 2014). Progenies whose female parent is S10 
generally also present good yield (Resende et al., 2004). Breeding programs target these traits 
in search of superior genotypes with greater foliar mass and a higher percentage of leaves due 





restricted to the obtaining of more productive plants; it also contributes to greater efficiency in 
their transformation into animal production (Valle et al., 2009). 
Significant and positive correlations among the traits GM, TDM, SDM, LDM, and 
RC corroborated the positions of QTLs associated with agronomic traits in the linkage map 
(Figures 1 and 3). The traits GM and LDM exhibited high heritability (Table 1) and strong 
positive correlation (Figure 1), which suggests that genetic improvements in these traits could 
be achieved by selective phenotyping for only one of these traits, without the need to do 
separation of plant part. We detected qTDM3 and qRC9 in a common region in HG II; qGM1, 
qTDM4, qLDM5, and qSDM7 in the same region in HG V; and qGM2, qLDM6, and qRC10 
in part of a common region in HG VI. Each region containing several QTLs for different traits 
suggests the occurrence of four QTL hotspots. Interestingly, QTLs for PLB were not detected 
in any region with other agronomic traits, and a negative correlation has also been observed; 
however, a positive correlation with NDF was verified, and such a QTL was detected in a 
similar region with qNDF_L13 and qNDF_S18 in HG IV (Figure 3), suggesting a fifth QTL 
hotspot.  
Clustering of QTLs for genetically correlated traits in the same or adjacent regions 
of HGs in several organisms may be due to physical linkage, pleiotropy or natural selection for 
coadapted traits (Studer and Doebley, 2011; Wu et al., 2015). We have taken the first step in 
the identification of loci that lead to these trait correlations and the degree to which these 
patterns affect productivity in M. maximus. QTLs co-located in the same region of HGs for 
agronomic traits have also been identified in some grasses (Fang et al., 2016; Sartie et al., 2018). 
Pleiotropy occurs when a gene influences multiple traits; when agronomically 
important traits are positively associated, more than one trait can be improved simultaneously 
(Kumar et al., 2017). There are some reports of QTLs with pleiotropic effects in some grasses, 
such as wheat (Deng et al., 2011), Setaria spp. (Mauro-Herrera and Doust, 2016), and a 
perennial grass (Khasanova et al., 2019).  
Linked QTLs for natural selection of coadapted traits can occurs in two forms. First, 
these QTLs can be linked in the coupling phase on the chromosome, i.e., two favorable alleles 
of both genes are from the same parent, which is useful in breeding programs because can 
consider two traits as one target. Second, these QTLs are linked in the repulsion phase on the 





to favorable alleles of one gene being from one parent and the favorable alleles of another gene 
being from another parent. In this second case, linkage drag may occur, which needs to be 
broken for the breeding program (Wu et al., 2015).  
All HGs contained QTLs related to nutritional traits, with those related to the leaf 
and stem being found mainly in HG III and HG VIII, respectively. Again, some traits had more 
than one peak that could not be considered due to the methodology adopted (Supplementary 
Figures 3 and 4). The phenotypic variance explained by these QTLs ranged between 2.5% 
(qADF_L22) and 12.1% (qNDF_L11 and qNDF_S16). Interestingly, both parents contributed 
alleles for most of the identified QTLs, providing evidence that the genotypes have high 
nutritional quality. 
The selection of a superior genotype of perennial tropical forages is based on the 
analysis of traits through repeated measures over a number of harvests, seasons, and years 
(Fernandes et al., 2017). The nutritional QTLs found in our study need further investigation 
because only one harvest was analyzed and interactions could not be measured. In a selection 
study of U. decumbens and U. humidicola, Figueiredo et al. (2019) identified a significant 
Genotype x Harvest Interaction (GHI) effect (p<0.05) for different agronomic and nutritional 
traits, which reflect differences in the relative performances of genotypes across harvests. GHI 
also has been reported as significant in M. maximus, and the average number of harvests needed 
for a reliable selection of nutritional traits, such as OM and CP, would be 3 and 5 at accuracy 
levels of 0.80 and 0.85, respectively (Fernandes et al., 2017). Thus, GHI directly affects the 
selection of the genotypes and further studies with more harvests are needed to consolidate our 
results about putative QTLs to nutritional traits. 
The heritability of the nutritional traits varied from low (0.06), obtained for SIL_S, 
to moderate (0.32), obtained for OM_L. This result also reinforces the necessity of more 
harvests for the efficient selection of superior genotypes for nutritional traits (Fernandes et al., 
2017). Traits IVD_L and IVD_S presented the same standard as the crude protein, with the H² 
of the stem being higher than that of the leaf (Table 1). Historically, cv. Mombaça has stood 
out due to its high productivity, but with slightly lower values for forage quality when compared 
to 'Tanzania', and in biparental crosses, the hybrids obtained from ‘Mombaça’ also presented 
these features (Braz et al., 2017). This finding was corroborated by the heritability verified 





The nutritional quality of forage grasses is important in several aspects and is 
directly related to the production of meat and milk. M. maximus shows a high value of CP 
compared to other tropical forages. However, the values for lignin and fiber are expected to be 
low because lignin hampers the enzymatic hydrolysis of cellulose and hemicellulose and, thus, 
the digestion of the cell wall of the leaf tissue and the stem (Jung and Allen, 1995). The 
relationship between the biomasses of leaves and stems is important due to its effects on 
nutritional value and voluntary consumption by animals. The NDF is associated with fibrous 
fractions and with voluntary consumption. The fractions that are not digested by the animal take 
up space in the digestive tract, impairing the digestion and consumption of dry matter (Euclides 
et al., 1999). 
NDF_L and NDF_S showed a strong positive correlation, and their respective 
QTLs were in the same regions in the HGs. In the linkage map, qCEL_L30 and qADF_L20 
QTLs were in the same region, and qCEL_S31 and qADF_S26 were both located in HG VIII 
and were significantly correlated (Figure 1). The traits CP and IVD showed a weak positive 
correlation, but the qCP_S8 and qIVD_S28 QTLs were present in the same region of HG V, 
and qCP_S9 and qIVD_S29 were identified in the same region of HG VIII. Interestingly, 
qPL_S34 was verified in HG VIII in the same region as CP and IVD QTLs, and qADF_L21 
shared a similar region with qCP_L7 in HG V. In addition, qCP_L7 extended to QTLs related 
to agronomic traits (qGM1, qTDM4, qLDM5 and qSDM7). A total of 8 probable QTL hotspots 
have been identified, supporting the need for further studies in search of a specific gene 
controlling all these traits or several genes acting together. 
Notably, in the progenies of M. maximus from lower-yielding parents, the 
nutritional value is generally higher. With the identified QTLs, more in-depth studies of this 
correlation will be possible. In addition, QTLs related to forage quality have not been found in 
other important tropical species, such as Urochloa spp. Therefore, our results can contribute to 
the search for important genomic regions in other forage species. 
Search for similarity in QTL regions 
The search for putative candidate genes was based on all 23 QTL regions. 
Generally, the same gene families from A. thaliana, O. sativa, and P. virgatum were identified 
for a common QTL region. These genes are also found in the literature and are described in 





Exploration of genes involved in plant growth and development, especially those 
related to hormone regulation, is crucial in forage grass breeding programs. Interestingly, the 
gibberellin family (GAS) was identified in HG III - region 9 (qPL_L33), whose QTL is related 
to lignin, a complex phenolic polymer deposited in the secondary cell wall of all vascular plants 
(Zhao, 2016). The interrelations between cell wall components cause cellulose and lignin to be 
codependent, a normal cellulose deposition pattern may be necessary for lignin assembly, and 
alterations of lignin content may lead to changes in the cell orientation of cellulose fibrils and, 
consequently, in digestibility (Anderson et al., 2015; Liu et al., 2016). GAs promote 
biochemical, physiological and anatomical plant changes (Hedden and Thomas, 2016). The 
induction of cellulose synthesis by GAs promotes the release of secondary regulators of cell 
wall proteins and, consequently, can boost lignin deposition and increase lignin content (Zhao, 
2016). GAS at increased light levels have been shown to promote cell wall thickness and 
increase lignin deposition in xylem fibers (Falcioni et al., 2018). 
Other important genes identified are associated with pectinesterase/pectin 
methylesterase and were present in HG V – region 14 
(qGM1/qTDM4/qLDM5/qSDM7/qADF_L21/qCP_L7) and HG VIII – region 23 (qSIL_S37), 
which also contained agronomic QTLs. Pectinesterase is responsible for the hydrolyzation of 
pectin, the major component of cell walls (Pelloux et al., 2007). In addition, this enzyme is 
involved in developmental processes such as stem elongation in A. thaliana (Damm et al., 2016) 
and in B. distachyon grass (Feng et al., 2015). However, more in-depth research should be 
performed to ensure an understanding of the signaling pathways of these genes and make this 
understanding applicable to tropical forage breeding programs. 
In conclusion, the present study produced a high-resolution linkage map with allele 
dosage information obtained from a full-sib progeny of M. maximus with high genetic 
variability. Even without the availability of a sequenced genome for this species, the approach 
adopted for the construction of our map was sufficient to detect many QTLs associated with 
agronomic and nutritional traits that are important for forage breeding. Our genetic map also 
allowed us to map the apo-locus to a single linkage group and provided a more up-to-date study 
of the mode of reproduction of M. maximus. The knowledge about the genetics of these traits 
that we obtained is the first step in discovering genes involved in relevant biological processes 
as well as understanding the genetic architecture of relevant traits in this species. 
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5 RESULTADOS COMPLEMENTARES 
Neste tópico está descrito toda a abordagem empregada até a obtenção do mapa de 
ligação presente no artigo desta tese “High-resolution Linkage Map with Allele Dosage Allows 
the Identification of an Apomixis Region and Complex Traits in Guinea Grass (Megathyrsus 
maximus)”. Estes foram os primeiros dados de GBS obtidos para M. maximus e o uso de 
softwares capazes de lidar com informação de dosagem alélica. Por isso, uma série de testes 
foram realizados para obter um mapa final com maior acurácia. 
Esta seção consiste em três subtópicos para facilitar o entendimento das estratégias 
adotadas para cada etapa, conforme os programas utilizados (Tabela 1). Vale ressaltar que a 
Parte III foi o método empregado para gerar o mapa de ligação final. 











- Alinhamento total 
- *MAF 1% ✔  ✔  
II 
- Alinhamento total 
- *MAF 5% 
 ✔ ✔ ✔ 
III 
- Alinhamento único 
- *MAF 5% 
 ✔ ✔ ✔ 
* frequência mínima do alelo alternativo 
O alinhamento das sequências obtidas foi realizado com o auxílio do programa 
Bowtie v.2.3.1 (Langmead e Salzberg, 2012), utilizando as configurações very-sensitive-local 
com um limite máximo de 20 problemas dinâmicos por busca (D) e máximo de quatro vezes 
para recomeçar a alinhar uma sequência (R). Os genomas utilizados como referência pertencem 
a espécies filogeneticamente próximas a M. maximus, sendo estes: (i) Panicum hallii v3.1; (ii) 
Panicum virgatum v4.1; (iii) Setaria italica v2.2; (iv) Setaria viridis v2.1 e (v) Uruchloa 
ruziziensis v.1. Os genomas (i) a (iv) estão disponíveis no Phytozome 
(http://phytozome.jgi.doe.gov/) (Goodstein et al., 2012) e o genoma (v) no GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) (Benson et al., 2005) (Tabela 2). As sequências 
obtidas também foram alinhadas com três transcriptomas de M. maximus, dois deles montados 
a partir de genitores do programa de melhoramento da Embrapa – Gado de Corte (Toledo-Silva 
et al., 2013; Chiari, L., dados não publicados), sendo um deles a partir dos mesmos genitores 
da progênie deste estudo (Toledo-Silva et al., 2013). O terceiro transcriptoma utilizado foi 
montado a partir de genitores do programa de melhoramento realizado na Índia (Radhakrishna 





Tabela 2. Dados referentes aos genomas utilizados como referência para o alinhamento das 
sequências obtidas a partir do GBS. 
Genomas Organização Ploidia Montagem Tamanho 
(Mb) 
Gaps 





P. virgatum Alopoliploide 4n 9 cromossomos (K**) 
+ 9 cromossomos 














U. ruziziensis Autopoliploide 2n 102.577  scaffolds 732,5 
 
* 
*não estimado, K** corresponde ao primeiro genoma e N*** ao segundo genoma.  
Para cada alinhamento com os genomas referência citados acima, foi gerado um 
arquivo com o alinhamento total que corresponde a soma das sequências alinhadas exatamente 
uma vez e das sequências que alinharam mais de uma vez. A identificação de SNPs foi realizada 
para cada arquivo através do pipeline TASSEL-GBS v.4, modificado para poliplóides (Glaubitz 
et al., 2014; Pereira et al., 2018), sendo considerada a contagem alélica mínima de 1.000 e o 
limite acima de 20% de mismatches, a partir do qual SNPs duplicados não foram combinados. 
O parâmetro de frequência mínima do alelo alternativo (mnMAF) foi de 1%. 
De maneira geral, a porcentagem de alinhamento total das sequências de M. 
maximus diferiu em uma margem de 10%, entre as referências (Figura 1). O alinhamento com 
o genoma de U. ruziziensis resultou no maior número de sequências alinhadas (32,21%), 
seguido do genoma de P. virgatum (24,23%) (Figura 1). O menor número de sequências 
alinhadas foi obtido com o transcriptoma de Chiari, L. (dados não publicados) (19,04%). A 
partir dos alinhamentos foi possível observar que mais da metade das sequências não foram 
alinhadas nenhuma vez. Resultados semelhantes foram relatados em um estudo de uma 
progênie de M. maximus (Lara et al., 2019) e para outras gramíneas que não possuem genoma 






Figura 1. Alinhamento total (%) de sequências obtidas por GBS em Megathyrsus maximus em relação aos 
genomas e transcriptomas de referência utilizados. 
 
A maior porcentagem de alinhamento com o genoma de U. ruziziensis seguido de 
P. virgatum, reflete a proximidade filogenética de M. maximus a esses gêneros. Visto que M. 
maximus já pertenceu ao clado Panicum (Zimmermann et al., 2012) e estudos corroboram que 
a espécie poderia estar no clado Urochloa, dada a proximidade genômica verificada por meio 
de marcadores cloroplastidiais (Aliscioni et al., 2003). Muitos fatores podem estar relacionados 
à esta porcentagem de alinhamento geral observado com todos os genomas referência 
utilizados, como a capacidade de softwares em identificar e classificar sequências presentes em 
regiões duplicadas, a amostragem do sequenciamento e principalmente a carência do próprio 
genoma da espécie, impossibilitando a amostragem da maior parte da variabilidade genética 
presente no genoma. No caso dos transcriptomas utilizados, mesmo sendo da própria espécie 
vale ressaltar que são transcritos obtidos a partir de condições específicas, sendo provenientes 
apenas de regiões expressas do genoma e, por isso, a representatividade do genoma é menor.  
É importante ressaltar, que para fins de comparação, o resultado do alinhamento 
das sequencias de GBS aos genomas e transcriptomas foram apresentados juntos. No entanto, 
o transcriptoma de Radhakrishna et al. (2018) e o genoma de U. ruziziensis não constam nas 
análises da Parte I, pois os dados destes ainda não estavam disponíveis quando foram realizadas. 
Posteriormente foram inseridos, por isso constam nas análises da Parte II e III, respectivamente. 
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Após os alinhamentos, a identificação de SNPs com o programa Tassel modificado 
para poliplóides (Glaubitz et al., 2014; Pereira et al., 2018) resultou em um maior número de 
marcadores para os genomas do gênero Setaria (Figura 2), com mais de 94 mil para S. viridis 
e mais de 93 mil SNPs para S. italica. Também foi notório obtermos mais de 90 mil SNPs para 
o transcriptoma de M. maximus de Chiari, L. (dados não publicados).  
Figura 2. Número de marcadores SNPs obtidos preliminarmente com o software Tassel-GBS (Glaubitz et al., 
2014; Pereira et al., 2018) e após estimativa da dosagem alélica com o SuperMASSA (Serang et al., 2012). A 
profundidade alélica mínima foi avaliada com 25 reads (d25) e 50 reads (d50). 
A próxima etapa foi a estimação da dosagem alélica, para isso as profundidades 
testadas foram 25 e 50 reads a partir do software SuperMASSA (Serang et al., 2012). Os 
parâmetros utilizados foram o modelo de população F1, ploidia fixa igual a 4, probabilidade a 
posteriori mínima de 0,75, naive de 0,60 e taxa mínima de chamada de 0,50. Posteriormente, 
os marcadores foram filtrados manualmente no software R v4.6 (R Core Team, 2018), visando 
remover marcas monomórficas e aquelas com dados perdidos acima de 15 e 25%. O uso de 
uma porcentagem mais restritiva (15%) para dados perdidos foi empregada para verificar a 
qualidade dos SNPs. Ao todo, cerca de 49 a 75 mil marcadores foram retirados entre a 
identificação de SNPs e a estimativa da dosagem alélica para cada conjunto de dados, sendo 

























Os alinhamentos utilizando S. viridis, S. italica e o transcriptoma de Chiari, L. (dados não 
publicados), novamente apresentaram um grande número de SNPs com profundidade de 50 
reads (Figura 2), sendo obtidos mais de 18 mil SNPs a partir dos genomas do gênero Setaria 
e mais de 21 mil a partir do transcriptoma de Chiari L. (dados não publicados). Visando manter 
os marcadores com elevada profundidade, apenas aqueles com profundidade igual ou maior do 
que 50 reads foram retidos para as próximas análises. Apesar do elevado número de SNPs 
eliminados, o total de marcadores obtidos para cada conjunto de alinhamento ao final de todas 
as filtragens (Figuras 3 e 4) demonstraram a elevada qualidade do nosso conjunto de dados 
obtidos por meio de GBS para M. maximus. 
Figura 3. Comparação do número de marcadores SNPs obtido pelo software SuperMASSA (Serang et al., 2012) 
e após os filtros para dados perdidos de 25 e 15%. 








































 Ferramentas que são capazes de utilizar marcadores SNPs em doses múltiplas 
nos estudos de mapeamento genético são recentes e muitos entraves estatísticos persistem dada 
a complexidade dos genomas poliploides. Mesmo com uma série de filtros de qualidade mais 
restritivos, o elevado número de marcas ao final foi evidente. No entanto, o programa 
TetraploidSNPMap permite um arquivo de entrada com um máximo de 8 mil SNPs (Hackett et 
al., 2017), impossibilitando que alguns conjuntos de dados fossem utilizados. Os conjuntos de 
SNPs utilizados foram obtidos através dos alinhamentos com o genoma de P. virgatum (7.393 
SNPs) e com o transcriptoma de Toledo-Silva et al. (2013) (7.009 SNPs). Entretanto, o 
programa apresentou problemas de processamento com essa quantidade de marcadores. 
Cada conjunto de marcadores foi então inserido como arquivo de entrada no 
programa TetraploidSNPMap versão 3.0 (Hackett et al., 2017), depois foram checados pelo 
teste de Qui-quadrado, sendo selecionadas as marcas que foram iguais ou maior que 0,001 para 
SNP Simplex e 0,01 para doses mais altas de SNPs. Após essa seleção, marcadores não-
distorcidos foram usados na análise de cluster que os dividiram em 8 grupos de homologia 
(GH). Para a ordenação das marcas foram usadas a análise de dois-pontos e a análise de escala 
multidimensional (MDS), que calculam as frequências de recombinação e os LOD scores. 
Nesta etapa foram removidos os SNPs outliers. Por fim, os grupos de homologia do mapa de 
ligação foram visualizados usando o pacote LinkageMapView (Ouellette et al., 2017), presente 
no software R v4.6 (R Core Team, 2018).  
Após as análises de ligação, o conjunto de marcadores identificados a partir do 
genoma de P. virgatum consistiu de 3.270 SNPs (Tabela 3) com um tamanho de 918,34 cM 
para o mapa de ligação, porém alguns grupos de homologia apresentaram discrepância de 
marcas em relação aos demais, como os GHs 4, 7 e 8. Em relação ao conjunto de marcadores 
obtidos a partir do transcriptoma de Toledo-Silva et al. (2013) restaram 3.233 SNPs, que foram 
bem distribuídos em 8 GHs com um tamanho total de 1.009,1 cM, portanto, este mapa de 
ligação se mostrou mais representativo ao genoma de M. maximus. O GH 1 é o maior com 176,9 
cM e o menor é o GH 3, com 102,1 cM. Quanto ao número de marcadores, o GH 7 foi o que 
apresentou a maior quantidade com 602 SNPs e o GH 8 foi o que apresentou menos com 184 






Tabela 3.  Análises de ligação obtidas para dois conjuntos de marcadores por meio do programa 
TetraploidSNPMap (Hackett et al., 2017). 
Grupos 
homologia 
Genoma Panicum virgatum Transcriptoma 
Toledo-Silva et al. (2013) 
 SNPs Tamanho (cM) SNPs Tamanho (cM) 
1 647 111,9 470 176,9 
2 467 129,2 402 112,9 
3 808 162,7 202 102,1 
4 124 83,8 493 115,2 
5 659 114,4 503 175,0 
6 423 156,3 377 104,4 
7 124 101,9 602 110,1 
8 18 58,2 184 123,5 







Figura 5. Primeiro mapa de ligação obtido para M. maximus com SNPs identificados utilizando o transcriptoma 







Dada a primeira estratégia que possibilitou obter um mapa genético a partir de SNPs 
presentes em regiões potencialmente expressas do genoma (Figura 5), fomos instigados a 
realizar uma segunda abordagem com os conjuntos de dados resultantes dos alinhamentos com 
os transcriptomas de M. maximus. Portanto, utilizamos os conjuntos de dados dos 
transcriptomas de (1) Chiari, L. (dados não publicados); (2) Toledo-Silva et al. (2013) e (3) 
Radhakrishna et al. (2018).  
A partir de cada alinhamento obtido anteriormente foi realizada a identificação de 
SNPs com o Tassel-GBS (Glaubitz et al., 2014; Pereira et al., 2018), dessa vez utilizando uma 
mnMAF de 5%.  Apesar da alteração do parâmetro de mnMAF de 1% para 5%, um elevado 
número de marcadores SNPs foi mantido e com uma maior qualidade atribuída a estes SNPs. 
Conforme esperado, uma MAF de 5% acarretou em uma diminuição do número de SNPs 
(Figura 6), porém, estudos demonstram que MAFs mais restritivas são imprescindíveis em 
análises de progênies tetraploides com número amostral menor, visando maior acurácia dos 
marcadores e diminuir a probabilidade de falsos-positivos no conjunto de dados (Tabangin et 
al., 2009). O maior número de marcadores foi identificado a partir do alinhamento com o 
transcriptoma de Radhakrishna et al. (2018), com aproximadamente 89 mil marcas. 
 
Figura 6. Identificação de SNPs com mnMAF de 5% e 1% através do software Tassel-GBS (Glaubitz et al., 2014; 
Pereira et al., 2018).  
 
Visando maior confiabilidade dos resultados de profundidade alélica em nossos 






















dosagem alélica dos conjuntos de alinhamento resultantes dos transcriptomas (Chiari, L., dados 
não publicados; Toledo-Silva et al., 2013; Radhakrishna et al., 2018). Todas as análises de 
profundidade e dosagem alélica associadas a este pacote foram realizadas no software R v4.6 
(R Core Team, 2018). A profundidade alélica média mínima de cada conjunto de SNPs foi 
estimada manualmente e foram considerados apenas marcadores com profundidade acima de 
60 reads. Os argumentos utilizados para o pacote foram ploidia fixa igual a 4, função flexdog e 
modelo F1. Para a proporção a posteriori de indivíduos genotipados incorretamente foi usado o 
valor de 0,15. Novamente, marcadores monomórficos e aqueles com dados perdidos acima de 
25% foram removidos manualmente com o software R v4.6 (R Core Team, 2018).  
Após obtida a dosagem alélica dos SNPs foi averiguado que o conjunto de dados 
(1) manteve a maior quantidade de marcadores (Figura 7), um total de 21,1 mil SNPs. Enquanto 
que para (2) foram retidos 8,3 mil e em (3) 10,2 mil SNPs. Ao considerar os valores obtidos 
pelo programa SuperMASSA (Serang et al., 2012) foi verificado que o pacote Updog (Gerard 
et al., 2018) excluiu uma maior quantidade de SNPs, entretanto, deve ser considerado que uma 
profundidade igual ou maior de 60 reads foi utilizada, dando uma maior confiabilidade aos 
marcadores com dosagem alélica que foram mantidos. A discriminação confiável entre os 
genótipos heterozigotos em um autotetraploide exige uma profundidade de reads de pelo menos 
60 (Uitdewilligen et al., 2013). 
 Figura 7. Número de marcadores SNPs obtido em diferentes etapas de análise. 
Além disso, após o filtro para dados perdidos foi observado que pouquíssimos 
marcadores foram eliminados, sendo em (1) 256, (2) 168 e (3) 264 SNPs. Isto evidencia o poder 
estatístico do updog (Gerard et al., 2018), que lida com viés alélico, outliers, superdispersão e 
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que este pacote poderá contribuir para a construção de mapas genéticos mais robustos e com 
marcadores mais confiáveis.   
Ao final, um total de 33.861 SNPs foram obtidos a partir do alinhamento dos três 
transcriptomas, sendo que para (1) foram 15.323, (2) 8.360 e (3) 10.178 SNPs. A fim de unir 
os três conjuntos, primeiro foi necessário diminuir a redundância de SNPs que contém a mesma 
informação de dosagem. Para isso, foi usado o pacote Biostrings (Pages et al., 2018) que 
resultou em um total de 12.445 marcadores, um número bastante considerável para as análises 
de ligação. Com a matriz obtida foi dado início às análises com o polymapR (Bourke et al., 
2018), outra recente ferramenta para mapeamento genético, que instigou a sua aplicação pela 
flexibilidade do pipeline no software R (R Core Team, 2018) e por não possuir limite na 
quantidade de SNPs analisados. Primeiramente, uma série de filtragens foram realizadas, os 
SNPs foram checados se estavam de acordo com o modelo de herança polissômica pela função 
checkF1. Um threshold de 5% foi usado para dados perdidos por marcadores e por indivíduo. 
Marcadores duplicados foram removidos. A análise de componentes principais (PCA) foi 
realizada para identificar genótipos muito semelhantes, no qual, representa a distribuição dos 
dados de forma linear. Os genitores foram alocados em quadrantes opostos, inferindo-se, 
portanto, que os mesmos são contrastantes (Figura 7C). Dois indivíduos (B126 e B127) que se 
apresentaram muito próximos a cv. Mombaça foram removidos, da mesma forma que o 
indivíduo C44 foi semelhante ao C49, sendo C44 removido. 
Uma elevada qualidade dos marcadores SNPs foi visualizada durante as etapas de 
filtragem (Figura 8), nas quais nenhum indivíduo foi eliminado por dados faltantes e todos 
foram compatíveis com os genitores e apenas 582 SNPs foram retirados com 5% de dados 
perdidos. Mesmo com o filtro de qualidade realizado manualmente para eliminar SNPs 
redundantes, os parâmetros do polymapR (Bourke et al., 2018) se apresentaram mais sensíveis 
e identificaram a presença de mais SNPs redundantes (Figura 8D). A eliminação de marcadores 
redundantes é extremamente necessária, uma vez que pode acarretar grande viés ao mapa 









Figura 8. Etapas de filtragem do polymapR (Bourke et al., 2018). (A) Threshold usado para dados perdidos por 
marcadores e (B) por indivíduo. (C) Threshold para combinar indivíduos muito semelhantes. (D) Marcadores 
duplicados.  
A partir de 133 híbridos e 11.837 marcadores foi iniciada as análises de ligação. A 
princípio é construído um mapa de ligação para cada genitor, onde marcadores simplex (Aaaa) 
x nulliplex (aaaa) foram usados como um “esqueleto” para a montagem prévia dos grupos de 
homologia de cada mapa. Os SNPs com essa dosagem foram representados na Figura 9A, em 
um threshold de LOD scores. Conforme o aumento do LOD score, maior o número de grupos 
de SNPs, os quais podem ser considerados como grupos de homologia (GH) e de ligação (GL). 
Obtivemos a formação de quatro grupos no LOD igual a 3, sendo que um deles apresentou um 
número muito maior de SNPs. Com o aumento do LOD para 4, foi observado a formação de 18 
grupos, sendo que um deles se manteve com a maior quantidade de SNPs. No entanto, não foi 
observada a presença dos oito grupos de homologia esperados para M. maximus e tão pouco 
dos 32 grupos de ligação. O polymapR (Bourke et al., 2018) também permite a aferição de 
grupos manualmente, dessa forma, conseguimos um máximo de cinco GHs e 20 GLs fixando 
o LOD igual a 7 (Figura 9C). Averiguamos que com a diminuição do LOD ocorria o aumento 
de GLs, porém diminuía o número de GHs (Figura 9B e 9C). Apesar disso, tentamos separar 
os GLs variando os valores de LOD e observando como se comportavam os grupos e as ligações 
entre eles. Mesmo com a aferição manual, o pacote não aceitou dar continuidade as análises de 
ligação. Inúmeras tentativas foram realizadas manualmente por meio do acréscimo de 





Figura 9. Análises de ligação com o pacote PolymapR. (A) Threshold de LOD scores. (B) Representação gráfica 
do comportamento dos GH e GL para o genitor sexual com LOD 4 e (C) LOD 7.  
 Com a possibilidade de um grande viés estar inserido aos dados, empregamos somente 
o conjunto de dados obtido a partir do alinhamento com o transcriptoma de Toledo-Silva et al. 
(2013), montado a partir dos genitores da nossa população de estudo. As etapas do pacote 
citadas anteriormente também foram realizadas para este conjunto. A partir de 8.360 SNPs 
permaneceram 4.309 SNPs e estes apresentaram uma melhor distribuição entre os grupos 
(Figura 10). Devido ao programa fazer uso da estratégia de apenas ao final das análises de 
ligação unir os mapas dos genitores, nossos dados retornavam com GHs repetidos e também 
com a ausência de outro GH, não sendo possível gerar um mapa de ligação integrado devido à 











Figura 10. Etapas de filtragem e análise de ligação para o conjunto de dados alinhado com o transcriptoma de 
Toledo-Silva et al. (2013) e dosagem alélica obtida com o updog (Gerard et al., 2018). (A) Threshold usado para 
dados perdidos por marcadores e (B) por indivíduo. (C) Número de SNPs após filtragem e segregação esperada 
conforme dosagem. (D) Representação gráfica dos GHs. 
Em uma nova alternativa, utilizamos o conjunto de dados obtido do alinhamento 
com este mesmo transcriptoma, porém a partir da dosagem alélica obtida com o SuperMASSA 
(Serang et al., 2012). Por meio da filtragem realizada no polymapR (Bourke et al., 2018) foi 
verificado no conjunto gerado pelo SuperMASSA (Serang et al., 2012) um número muito maior 
de dados faltantes (Figura 11). Dessa forma, é possível inferir que os modelos estatísticos 
empregados ao updog (Gerard et al., 2018) garantiram uma maior acurácia aos nossos dados. 
As análises de ligação com esse conjunto se dispuseram de forma idêntica ao conjunto anterior, 
isto é, os GLs dos genitores não conseguiram se agrupar como o esperado. Acreditamos que o 
fato de ser um pacote criado a partir de dados de simulação (Bourke et al., 2018), em que temos 
um conjunto ideal de marcadores, pode ter influenciado a não aplicabilidade dos nossos dados 
ao polymapR (Bourke et al., 2018). Apesar disso, este pacote demonstrou enorme potencial 
para a construção de mapas genéticos de poliploides e soluções poderão vir conforme a 







Figura 11. Etapas de filtragem e análise de ligação para o conjunto de dados alinhado com o transcriptoma de 
Toledo-Silva et al. (2013) e dosagem alélica obtida com o SuperMASSA (Serang et al., 2012). (A) Threshold 
usado para dados perdidos por marcadores e (B) por indivíduo. (C) Marcadores duplicados. (D) Threshold de LOD 
scores. 
Em outros trabalhos que fizeram uso de transcriptomas como genoma referência, 
foram empregadas diferentes abordagens para lidar com um possível viés associado aos dados. 
Por exemplo, a busca de sintenia dos transcritos com espécies muito próximas 
filogeneticamente (van Geest et al., 2017), ou uma montagem do transcriptoma de reads únicas 
(Singh et al., 2017). No primeiro caso, em um genoma com ploidia maior que 2n, estaríamos 
acrescentando muitos marcadores redundantes ao mapa genético, já que não é possível 
identificar múltiplas copias de genes. O segundo caso refere-se à capacidade de softwares em 
lidarem com a duplicação genômica dos poliploides. Qualquer estratégia adotada, neste 
momento, carregará a possibilidade de um viés alélico significativo.  
Os transcriptomas utilizados neste ensaio, usaram metodologias distintas quanto ao 
número de réplicas, ao tipo de sequenciamento e aos softwares e parâmetros usados para a 
montagem dos transcritos (Chiari, L., dados não publicados; Toledo-Silva et al. ,2013; 
Radhakrishna et al., 2018). Todas essas implicações, sem dúvida, atuaram na dificuldade de 





seguinte do nosso trabalho não abordou esses transcriptomas, enfatizando que os genomas 
podem agregar uma maior robustez aos mapas de ligação, visto que quaisquer SNPs de regiões 
codantes e não codantes podem estar presentes. 
Parte III: 
Importante salientar que a metodologia abordada nesta Parte foi a que obtivemos 
um resultado satisfatório para o trabalho e que promoveu o Capitulo I. 
A partir dos alinhamentos obtidos anteriormente com os genomas utilizados como 
referência, isto é, P. hallii, P. virgatum, S. italica, S. viridis e U. ruziziensis, que contém o 
alinhamento total das tags GBS, um outro arquivo foi gerado manualmente somente com as 
tags alinhadas uma única vez, visando eliminar possíveis SNPs presentes em regiões duplicadas 
do genoma. Cada conjunto de dados gerado foi, então, utilizado para a identificação de SNPs 
com o software Tassel-GBS modificado para poliploides (Glaubitz et al., 2014; Pereira et al., 
2018), com a mnMAF mantida em 5%. O maior número de SNPs foi verificado a partir do 
genoma de U. ruziziensis, cerca de 87 mil, seguido dos alinhamentos com os genomas do gênero 
Setaria, 63 mil marcadores. Uma menor quantidade foi observada ao alinhamento de P. 
virgatum, aproximadamente 24 mil SNPs (Figura 12).  
Figura 12. Número de marcadores SNPs obtido em cada etapa de análise. 
Todas as análises de profundidade e dosagem alélica seguiram a metodologia 
empregada na Parte II com o pacote updog (Gerard et al., 2018) e feito uso dos mesmos 
parâmetros. Em relação a quantidade de SNPs obtida com o SuperMASSA (Serang et al., 2012) 
e com o updog (Gerard et al., 2018), verificamos que o primeiro programa gerou em média 3 
mil marcadores a mais, entretanto, a qualidade das marcas se apresentaram superior com o 
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filtragem para dados perdidos (Figura 12). Por isso, indicamos o seu uso para determinar a 
dosagem alélica de autopoliploides como M. maximus a partir de dados NGS. 
Cada conjunto de marcadores obtido pelo updog (Gerard et al., 2018) foi utilizado 
como arquivo de entrada no polymapR (Bourke et al., 2018). Todas as etapas de filtragens com 
o uso deste pacote seguiram os parâmetros mencionados na Parte II. Após os filtros, o threshold 
de LOD scores contribuiu para averiguar a distribuição dos SNPs dentro dos grupos. Conforme 
a Figura 13, foi observado que no LOD igual a 3 ocorreu a formação de um único grupo para 
os conjuntos a partir dos genomas de S. italica e de S. viridis, e três grupos para os conjuntos a 
partir dos genomas de P. hallii e de U. ruziziensis, sendo um deles com uma quantidade muito 
maior de marcadores. No LOD igual a 4 foi verificado a presença de mais de 20 grupos para 
estes conjuntos de marcadores.  
Figura 13. Threshold de LOD scores a partir de análises de ligação pelo pacote polymapR (Bourke et al., 2018). 
 Somente os SNPs identificados pelo alinhamento a partir do genoma de P. virgatum 
demonstraram uma distribuição próxima a esperada (Figura 14), corroborando a proximidade 
filogenética desta espécie a M. maximus. Em LOD igual a 3 foi possível observar oito grupos 
de homologia, sendo que em cinco deles, foi verificado quatro ou oito grupos menores, 





novamente não houve a formação do mapa integrado com a mesma situação decorrida na Parte 
II.  
Figura 14. Análises de ligação para o conjunto de dados alinhado a partir do genoma de P. virgatum. 
A partir disso, duas estratégias foram traçadas. A primeira delas foi inserir o 
conjunto de SNPs, obtidos após o updog, no programa TetraploidSNPMap (Hackett et al., 
2017). No entanto, os marcadores não apresentaram uma boa distribuição entre os GHs, sendo 
que a maioria deles se mantiveram no GH 1. Na segunda estratégia utilizamos como arquivo de 
entrada para o TetraploidSNPMap (Hackett et al., 2017) o conjunto de marcadores obtidos após 
a filtragem realizada pelo polymapR (Bourke et al., 2018), que resultou em um arquivo com 
132 indivíduos e 1.322 marcadores. Dessa vez, os SNPs se distribuíram uniformemente entre 
os 8 GHs com um total de 858 marcadores, portanto, este mapa de ligação obtido deu origem 
ao artigo. Dessa forma, foi possível concluir que a utilização das sequencias alinhadas uma 
única vez ao genoma, a chamada de SNPs utilizando o software Tassel-GBS modificado para 
poliploides (Glaubitz et al., 2014; Pereira et al., 2018), a estimação da dosagem alélica com o 
pacote updog (Gerard et al., 2018), seguida de filtragens de qualidade mais sensíveis com o 
pacote polymapR (Bourke et al., 2018), e posterior análises de ligação com o programa 
TetraploidSNPMap (Hackett et al., 2017), resultaram em um mapa robusto e de maior acurácia 
para M. maximus, visto que, os valores utilizados nestes parâmetros da Parte III são aqueles 









6 RESUMO DOS RESULTADOS 
Os resultados obtidos estão resumidos a seguir e indicam que os objetivos propostos 
foram alcançados: 
Artigo 
 O uso de softwares desenvolvidos especificamente para poliploides permitiu 
estimar a dosagem alélica dos marcadores SNPs. 
 O fenômeno da redução dupla, comum em autopoliploides, foi identificado pela 
primeira vez em M. maximus. 
 Um mapa de ligação com 858 SNPs em múltiplas doses foi obtido a partir de uma 
progênie de cruzamento biparental do programa de melhoramento genético da 
Embrapa Gado de Corte – MS. 
 A região da apomixia foi identificada com a presença de um locus segregante. 
 Um total de 46 QTLs inéditos para M. maximus foram detectados, sendo 10 QTLs 
para caracteres agronômicos e 36 QTLs relacionados a qualidade da forragem. 
 As fortes correlações entre os caracteres analisados permitiram encontrar zonas 
hotspots de QTLs. 
 
Resultados Complementares 
 A proximidade filogenética do genoma de referência utilizado aliado aos filtros de 
qualidade no conjunto de SNPs foram determinantes para a construção do mapa de 
ligação, em relação a fatores como maior quantidade de SNPs e/ou maior porcentagem 
de alinhamento total.  
 A aplicação de vários filtros de qualidade no conjunto de SNPs promoveu a diminuição 
de SNPs redundantes e com distorção de segregação, sendo uma alternativa para a 
construção de mapas em poliploides. 
 Recentes programas, como updog e PolymapR, se mostraram promissores para lidar 









No cenário em que forrageiras poliploides exercem importante atividade 
econômica, principalmente em países como o Brasil, que é movido pelo setor da agropecuária, 
o conhecimento genético molecular sobre estas culturas deixa de ser uma opção. A poliploidia 
e o modo reprodutivo por apomixia, presentes em gramíneas forrageiras, são algumas das várias 
lacunas a serem desvendadas pela ciência. Esta tese buscou avançar o conhecimento sobre a 
genética da gramínea forrageira tropical M. maximus em vários aspectos, cujos resultados 
poderão ser inseridos no programa de melhoramento da espécie. As consequências práticas da 
distorção de segregação proporcionada pela redução dupla ainda não estão bem elucidadas em 
progênies de autotetraploides, bem como considerá-la em programas de melhoramento. Porém, 
termos a comprovação da sua existência nas progênies de M. maximus poderá contribuir no 
entendimento da distribuição e expressão dos caracteres, para os quais antes não havia resposta 
sobre a singularidade de alguns híbridos em relação à expressão de determinado caráter. O mapa 
de ligação obtido com marcadores de diferentes dosagens, proporcionou uma base a estudos de 
mapeamento mais acurados. O mapeamento do locus da apomixia por análise qualitativa 
reiterou que poucos genes são responsáveis pelo modo reprodutivo. A análise de similaridade 
dessa região também contribuiu com nossos resultados, pois encontramos poucos genes 
presentes nela, sendo dois genes relacionados à rede de microtúbulos e centrômero, 
responsáveis pela separação das cromátides durante a divisão celular e um gene presente na 
embriogênese somática. Possivelmente, essa região possui uma baixa taxa de recombinação 
devido a função desses genes. A identificação da arquitetura genômica de vários caracteres 
envolvidos na produção e qualidade nutricional da forragem e a análise de correlações sugerem 
uma complexa rede gênica. Além disso, QTLs de um caráter presente em ambos os genitores 
sugerem um arraste de ligação (em inglês, drag linkage), que poderá ser quebrado pelo 
programa de melhoramento (Wu et al., 2015), como proteína bruta nas folhas (CP_L), celulose 
nas folhas (CEL_L) e no colmo (CEL_S), lignina em permanganato no colmo (PL_S), sílica no 
colmo (SIL_S) e porcentagem de folhas em relação aos colmos (PLB). Já no caso do QTL ser 
derivado apenas de um genitor, cujo caráter é destaque e benéfico ao programa de 
melhoramento, como matéria seca do colmo (SDM), digestibilidade in vitro do colmo (IVD_S), 
lignina em permanganato nas folhas (PL_L) na cv. Mombaça e digestibilidade in vitro nas 
folhas (IVD_L) em S10, são importantes estudos mais aprofundados sobre essas regiões para 
verificar a expressão gênica. Por fim, este trabalho trouxe um conhecimento genético robusto 









A partir das análises de ligação dos marcadores com dados de dosagem alélica, o 
indício do evento de redução dupla como uma forma de segregação na gramínea em estudo, é 
uma abertura à frente de novas pesquisas voltadas ao conhecimento mitótico, meiótico e de 
herança polissômica. Como também, o mapa de ligação construído pode fornecer um 
embasamento na montagem do genoma da espécie. A partir das regiões de QTLs e da aposporia 
detectadas, inúmeras direções podem ser tomadas, a começar pela verificação de marcadores 
moleculares ligados aos caracteres quanto à sua eficiência, para posterior implementação no 
programa de melhoramento de M. maximus e até de outras gramíneas. Inclusive, a validação 
dos marcadores que foram detectados próximos ao locus da aposporia, em conjunto com outros 
marcadores intrinsecamente ligados a essa região presentes na literatura, pode ser 
implementado a seleção assistida por marcadores ao programa.  Já em relação aos genes 
identificados, estudos de filogenômica podem proporcionar um maior conhecimento acerca da 
genética evolutiva da espécie, bem como, validá-los na espécie e averiguar as relações 
existentes entre eles para suportar a hipótese de QTLs hotspots ou novas suposições pertinentes. 
O uso de bibliotecas BACs (bacterial artificial chromosome) tem ganhado espaço no 
reconhecimento de genes a partir de estudos em QTLs para gramíneas forrageiras temperadas 
e em outras plantas de genoma complexo, podendo ser uma alternativa viável para o nosso caso. 
Além disso, a constante atualização das tecnologias de sequenciamento e de métodos 
estatísticos, com maior ênfase à realidade poliploide, poderão avançar mais os estudos de 
mapeamento em M. maximus, como por exemplo, o uso de software que suporte mapeamento 
múltiplo por intervalo, ou seja, a detecção de mais de um QTL sobre um caráter no mesmo 
cromossomo. Outras análises ainda podem ser exploradas, como realizar o mapeamento de 
QTLs de acordo com as avaliações fenotípicas para cada corte separadamente, com o intuito de 
verificar se os QTLs aqui identificados se mantém estáveis a cada corte/avaliação. E, até 
mesmo, é possível realizar uma análise verificando a estabilidade dos QTLs para o período das 
águas e da seca. Por meio dos recentes avanços metodológicos, esses QTLs mapeados também 
podem sem empregados em trabalhos da espécie sobre seleção genômica e associação genômica 
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Figure S1. Identification of the apomixis region located in HG II from guinea grass mapping 








Figure S2. Interval mapping for agronomic traits from the guinea grass (Megathyrsus 
















Table S1. Reproductive mode of the hybrids from mapping population of guinea grass 
(Megathyrsus maximus). 
Genotype RMa  Genotype RM  Genotype RM  Genotype RM 
B01 Apob B46 Apo B102 Sex C24 Apo 
B02 Sexc B47 Apo B103 Sex C25 Apo 
B03 NDd B48 Apo B105 ND C26 Apo 
B04 ND B49 Sex B108 Apo C27 Sex 
B06 Apo B50 Sex B109 Apo C28 Sex 
B07 ND B51 Apo B110 Sex C30 Sex 
B10 ND B66 Apo B112 ND C31 ND 
B11 Apo B67 Sex B113 Sex C33 Apo 
B12 Sex B68 Apo B114 Apo C34 Apo 
B13 Sex B70 Apo B115 Apo C36 Apo 
B15 ND B71 ND B117 Sex C37 ND 
B16 ND B72 Sex B118 Sex C40 Apo 
B18 Apo B73 Apo B119 ND C41 Apo 
B20 Sex B74 Sex B120 Apo C43 ND 
B21 Sex B75 Sex B121 ND C44 Apo 
B22 Sex B76 Apo B124 Apo C45 Sex 
B23 Sex B77 ND B126 Apo C47 Sex 
B24 Apo B80 ND B128 Apo C48 Sex 
B25 Sex B81 Sex C02 Apo C50 ND 
B27 ND B83 ND C03 Apo C52 Apo 
B28 Apo B84 Sex C04 Sex C53 Apo 
B31 ND B85 Sex C07 Apo C54 Sex 
B33 Sex B91 Apo C09 Apo C55 Apo 
B34 Apo B92 Apo C10 Apo C57 Apo 
B35 Sex B93 Apo C12 Apo C58 Apo 
B37 Apo B94 Apo C13 Sex C59 ND 
B38 Apo B95 ND C14 Apo C60 Apo 
B39 ND B96 Sex C15 Apo C62 Sex 
B40 Apo B97 Apo C16 Sex C63 Apo 
B41 Apo B98 ND C17 Sex C64 Apo 
B42 ND B99 Apo C21 Apo C65 Sex 
B44 Apo B100 Apo C22 Sex C66 Sex 
B45 Apo B101 Apo C23 Apo C90 ND 







Table S2. AIC and SIC values for GL and RL matrices for agronomic traits*. The lowest values and selected variance-covariance (VCOV) structures are indicated in bold. 
NC means not converged. 
GM TDM LDM 
GL matrix RL matrix GL matrix RL matrix GL matrix RL matrix 
VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC 
ID 1610.4 1632.8 ID 581.7 598.5 ID 1730.0 1752.5 ID 864.3 886.7 ID 1738.9 1761.3 ID 823.5 840.3 
DIAG 1619.6 1670.2 DIAG 569.4 614.4 DIAG 1738.2 1788.7 DIAG 836.7 887.2 DIAG 1747.5 1798.0 DIAG 798.6 843.5 
CS 581.7 598.5 CS -272.8 -239.1 CS 871.8 888.7 CS 216.8 250.5 CS 823.5 840.3 CS 87.4 115.5 
CSHet 587.4 632.4 CSHet -295.7 -233.9 CSHet 871.0 915.8 CSHet 170.4 232.1 CSHet 828.6 879.1 CSHet 46.4 108.1 
AR1 NC NC AR1 -546.0 -512.3 AR1 864.3 886.7 AR1 241.7 275.3 AR1 818.8 846.9 AR1 NC NC 
AR1Het NC NC AR1Het -568.0 -506.2 AR1Het NC NC AR1Het 168.9 230.6 AR1Het NC NC AR1Het -92.1 -30.4 
FA1 585.3 635.8 FA1 NC NC FA1 870.0 926.1 FA1 NC NC FA1 NC NC FA1 NC NC 
US 567.3 702.2 US -713.8 -573.3 US 873.9 1003.0 US -9.5 130.8 US NC NC US NC NC 
SDM PLB RC 
GL matrix RL matrix GL matrix RL matrix GL matrix 
VCOV AIC SIC VCOV AIC SIC   AIC SIC   AIC SIC   AIC SIC 
ID 965.4 980.1 ID 835.8 850.5 ID 1954.4 1971.3 ID 1831.0 1861.4 ID 377.2 421.6 
DIAG 966.4 990.9 DIAG 824.8 854.3 DIAG 1950.1 1995.0 DIAG 1821.8 1872.3 DIAG 378.1 427.5 
CS 835.8 850.5 CS 806.6 831.2 CS 1848.6 1871.0 CS 1839.5 1867.6 CS 343.0 387.3 
CSHet 834.3 858.8 CSHet 798.0 837.4 CSHet 1836.1 1886.6 CSHet 1822.4 1878.5 CSHet 345.7 400.0 
AR1 836.0 850.8 AR1 826.0 845.7 AR1 1839.0 1861.4 AR1 1840.8 1868.8 AR1 344.9 394.2 
AR1Het 834.4 859.0 AR1Het 815.4 849.8 AR1Het 1827.5 1878.0 AR1Het 1823.7 1879.9 AR1Het 345.7 400.0 
FA1 836.1 865.7 FA1 NC NC FA1 1838.1 1911.1 FA1 NC NC FA1 346.8 406.0 
US 840.3 879.6 US 793.3 837.6 US NC NC US 1833.3 1968.0 US 352.1 421.1 





Table S3. AIC and SIC values for GL and RL matrices for nutritional traits*. 
Leaf 
 OM_L CP_L NDF_L ADF_L IVD_L CEL_L PL_L SIL_L 
AIC 342.34 500.52 354.96 345.76 329.68 528.47 348.05 343.99 
SIC 353.84 515.86 362.62 357.26 341.19 536.14 359.55 355.49 
Stem 
 OM_S CP_S NDF_S ADF_S IVD_S CEL_S PL_S SIL_S 
AIC 328.04 310.15 1019.01 666.55 332.18 467.56 319.97 337.44 
SIC 339.44 321.55 1026.67 677.95 343.58 475.16 331.37 348.83 
*Nutritional quality traits for the leaf and stem: organic matter (OM_L and OM_S), crude 
protein (CP_L and CP_S), neutral detergent fiber (NDF_L and NDF_S), acid detergent fiber 
(ADF_L and ADF_S), in vitro digestibility of organic matter (IVD_L and IVD_S), cellulose 

























Table S4. Name, position and dosage type of the SNP markers in the eight HGs from the 
guinea grass (Megathyrsus maximus) mapping population. 
HG Name Position Dosage type 
1 D_1_1699583 0.0 Duplex 
1 S_2_3709976 0.0 Simplex 
1 SS_1_3590376 2.637 Double-Simplex 
1 SD_1_3590319 3.270 Simplex-Duplex 
1 S_1228_24403 4.458 Simplex 
1 SD_1_34354292 11.694 Simplex-Duplex 
1 DD_16_50296225 11.729 Double-Duplex 
1 S_1_20942263 14.279 Simplex 
1 D_7_33646464 14.727 Duplex 
1 S_1_20942225 15.455 Simplex 
1 S_1_46594647 19.720 Simplex 
1 SD_3_46295633 20.324 Simplex-Duplex 
1 S_3_46295663 20.502 Simplex 
1 SS_3_46295676 20.533 Double-Simplex 
1 SD_1_37202168 21.574 Simplex-Duplex 
1 SS_7_33646470 22.881 Double-Simplex 
1 D_7_3806733 23.752 Duplex 
1 SS_1_44355249 24.281 Double-Simplex 
1 SS_14_42178687 24.492 Double-Simplex 
1 S_1_44355241 24.763 Simplex 
1 S_3_46295651 24.964 Simplex 
1 S_1_34368018 25.056 Simplex 
1 S_7_8484743 25.345 Simplex 
1 S_14_42178733 26.828 Simplex 
1 S_25255_590 26.920 Simplex 
1 S_25255_596 26.937 Simplex 
1 SD_1_44355270 27.000 Simplex-Duplex 
1 SD_7_7288432 27.791 Simplex-Duplex 
1 XSS_7_7112702 28.367 X-double-simplex 
1 D_7_8484782 30.588 Duplex 
1 S_7_7288434 33.534 Simplex 
1 S_7_13783366 34.537 Simplex 
1 S_7_17402908 35.649 Simplex 
1 D_2_30230956 36.712 Duplex 
1 D_16_6264738 38.621 Duplex 
1 S_7_13569595 39.304 Simplex 
1 D_7_13569568 41.276 Duplex 
1 SD_7_13783398 42.330 Simplex-Duplex 
1 S_8_13535572 42.711 Simplex 
1 S_8_26205934 42.717 Simplex 
1 D_7_21223239 43.752 Duplex 





1 D_18_32894865 44.653 Duplex 
1 SS_8_21900921 45.098 Double-Simplex 
1 S_8_26350175 45.148 Simplex 
1 S_8_21765090 45.415 Simplex 
1 S_8_26205926 45.763 Simplex 
1 SS_8_13535567 45.869 Double-Simplex 
1 S_7_50011977 48.014 Simplex 
1 SS_2327_14615 48.165 Double-Simplex 
1 S_2684_9874 48.279 Simplex 
1 SS_7_44107582 48.833 Double-Simplex 
1 SD_7_42982203 48.841 Simplex-Duplex 
1 S_8_50636764 48.864 Simplex 
1 D_7_43180011 49.151 Duplex 
1 SS_2684_9877 49.219 Double-Simplex 
1 SD_7_43180023 49.531 Simplex-Duplex 
1 S_18_24146718 49.831 Simplex 
1 S_7_40289321 50.340 Simplex 
1 SS_7_43176646 50.649 Double-Simplex 
1 S_7_40289322 50.656 Simplex 
1 SD_7_44783718 50.830 Simplex-Duplex 
1 S_8_20762396 50.864 Simplex 
1 SS_18_24146717 50.997 Double-Simplex 
1 XSS_12_43118788 51.091 X-double-simplex 
1 SS_12_43118785 51.638 Double-Simplex 
1 S_7_49627673 52.016 Simplex 
1 S_7_44783739 52.698 Simplex 
1 S_7_44783736 52.895 Simplex 
1 S_7_49627665 52.920 Simplex 
1 SD_8_45824313 53.038 Simplex-Duplex 
1 D_17_76964365 53.899 Duplex 
1 D_8_50074072 54.338 Duplex 
1 SS_7_44783696 55.227 Double-Simplex 
1 D_8_47736933 55.257 Duplex 
1 S_6_49366931 56.609 Simplex 
1 S_8_45824276 57.606 Simplex 
1 S_8_50074068 59.168 Simplex 
1 S_11_49575150 59.621 Simplex 
1 S_1_56966880 60.376 Simplex 
1 S_18_32894856 61.452 Simplex 
1 S_729_21504 61.656 Simplex 
1 S_8_50508635 62.641 Simplex 
1 S_2_56901087 63.310 Simplex 
1 D_11_49575112 64.192 Duplex 
1 S_8_2051486 65.583 Simplex 
1 S_7_3423898 65.643 Simplex 





1 D_2_70040496 66.858 Duplex 
1 S_8_2253997 67.040 Simplex 
1 S_17_3201062 67.730 Simplex 
1 S_17_3201057 67.915 Simplex 
1 S_1_60892985 67.929 Simplex 
1 SD_1_50988808 68.334 Simplex-Duplex 
1 D_2_39424176 68.649 Duplex 
1 S_7_33646453 69.563 Simplex 
1 S_2_39424144 72.024 Simplex 
1 D_2_85236088 73.445 Duplex 
1 SD_1_64485840 75.280 Simplex-Duplex 
1 S_2_3156786 75.550 Simplex 
1 S_1_62300248 75.597 Simplex 
1 S_2_68490644 76.131 Simplex 
1 S_1_60071226 76.237 Simplex 
1 S_2_77029350 76.395 Simplex 
1 SS_1_64558324 76.717 Double-Simplex 
1 S_1_60071184 77.271 Simplex 
1 S_1_62143423 78.047 Simplex 
1 SD_1_65328685 78.721 Simplex-Duplex 
1 D_1_64558302 79.418 Duplex 
1 S_1_62300212 79.434 Simplex 
1 S_1_64485793 79.954 Simplex 
1 S_4_77344309 81.405 Simplex 
1 S_1_65495271 81.926 Simplex 
1 S_1_65095317 82.669 Simplex 
1 S_2_547804 82.930 Simplex 
1 S_2_77029356 83.764 Simplex 
1 S_1_79601248 83.993 Simplex 
1 S_1_78235672 84.451 Simplex 
1 S_2_95905275 84.572 Simplex 
1 D_1_77920034 84.572 Duplex 
1 DD_1_77920004 85.664 Double-Duplex 
1 S_2_80368458 87.154 Simplex 
1 S_1_77919996 87.248 Simplex 
1 S_1_75031903 88.426 Simplex 
1 DD_11_20928668 89.473 Double-Duplex 
1 S_9_1930273 90.119 Simplex 
1 D_2_93749617 90.901 Duplex 
1 SD_1_75031893 90.931 Simplex-Duplex 
1 SD_1_77919999 91.074 Simplex-Duplex 
1 S_2_83608442 92.791 Simplex 
1 S_2_85513969 92.849 Simplex 
1 S_1_71892997 93.361 Simplex 
1 D_1_75031912 93.852 Duplex 





1 S_1_70306265 96.502 Simplex 
1 SS_2_83608460 96.507 Double-Simplex 
1 D_2_81571646 97.792 Duplex 
1 SS_2_82390933 98.027 Double-Simplex 
1 S_18_34565671 98.269 Simplex 
1 S_1_70523932 98.275 Simplex 
1 S_18_34565672 99.464 Simplex 
1 D_2_82390912 99.848 Duplex 
1 D_3_467216 100.170 Duplex 
1 SD_1_73439779 101.743 Simplex-Duplex 
2 S_25255_594 0.000 Simplex 
2 S_6_792739 0.982 Simplex 
2 S_11_56205134 1.674 Simplex 
2 S_1_12465709 3.774 Simplex 
2 S_6_3949967 4.959 Simplex 
2 S_5_1904772 5.281 Simplex 
2 SS_16_4829835 8.710 Double-Simplex 
2 S_11_56205163 11.924 Simplex 
2 SD_16_4829809 12.389 Simplex-Duplex 
2 S_14_57446669 13.043 Simplex 
2 D_6_5985167 13.669 Duplex 
2 S_15_3102249 14.064 Simplex 
2 S_4_80448279 15.374 Simplex 
2 D_11259_1360 16.499 Duplex 
2 S_7_63937 17.521 Simplex 
2 D_11259_1400 18.807 Duplex 
2 S_5_4702409 21.434 Simplex 
2 S_5339_10060 22.275 Simplex 
2 SS_16_3751233 23.525 Double-Simplex 
2 S_6_1289718 24.452 Simplex 
2 S_14_57446676 24.526 Simplex 
2 S_7_63926 24.665 Simplex 
2 S_5_8789063 25.153 Simplex 
2 S_15_3102241 25.272 Simplex 
2 SS_15_3102236 25.587 Double-Simplex 
2 S_11477_2711 25.627 Simplex 
2 S_5_5371347 26.594 Simplex 
2 S_5_13410437 26.844 Simplex 
2 D_5_13410454 28.985 Duplex 
2 S_10_73051980 30.041 Simplex 
2 S_5_13410451 30.385 Simplex 
2 S_5_13710428 30.732 Simplex 
2 SS_5_17512332 33.000 Double-Simplex 
2 S_1_24472654 33.087 Simplex 
2 S_5_16799423 33.829 Simplex 





2 S_5_16799422 34.903 Simplex 
2 S_1_29018318 37.363 Simplex 
2 SS_5_18860119 39.094 Double-Simplex 
2 S_3_26025802 39.733 Simplex 
2 S_1_29018279 42.054 Simplex 
2 DD_5_19426677 42.329 Double-Duplex 
2 D_5_24044946 42.497 Duplex 
2 S_4_25415348 43.529 Simplex 
2 D_15_59445300 43.681 Duplex 
2 S_5_24044921 45.610 Simplex 
2 SD_17_1782342 48.535 Simplex-Duplex 
2 S_3_26025770 49.111 Simplex 
2 S_11_64437852 51.094 Simplex 
2 S_17_1782327 51.794 Simplex 
2 S_17_1782294 52.648 Simplex 
2 S_1_38339276 53.824 Simplex 
2 D_1_37607072 54.788 Duplex 
2 S_16_47309024 54.978 Simplex 
2 S_1_37607071 56.189 Simplex 
2 SS_11_41266975 56.283 Double-Simplex 
2 S_11_41266993 58.176 Simplex 
2 SS_64_29736 58.549 Double-Simplex 
2 S_10_28552900 60.699 Simplex 
2 S_5_52166873 60.955 Simplex 
2 S_11_41266996 61.142 Simplex 
2 D_1_37607021 61.206 Duplex 
2 S_6_5099445 61.861 Simplex 
2 S_6_22187422 61.929 Simplex 
2 SS_5_16668963 62.365 Double-Simplex 
2 D_9_23315063 62.565 Duplex 
2 D_5_16668949 63.076 Duplex 
2 SS_16_46921584 63.230 Double-Simplex 
2 S_6_21186594 63.230 Simplex 
2 DD_10_66985802 63.264 Double-Duplex 
2 S_6_22187426 63.724 Simplex 
2 S_14_29023868 64.157 Simplex 
2 S_10_48091934 64.188 Simplex 
2 S_5_55915746 64.341 Simplex 
2 XSS_6_21186575 64.611 X-double-simplex 
2 SS_10_66985814 66.362 Double-Simplex 
2 S_6_22187398 67.677 Simplex 
2 DD_5_51532611 68.183 Double-Duplex 
2 S_3_58324136 69.638 Simplex 
2 SS_5_63144891 69.865 Double-Simplex 
2 S_10_66985808 70.172 Simplex 





2 S_5_63144924 70.288 Simplex 
2 S_5_63144872 70.337 Simplex 
2 D_5_46088876 70.478 Duplex 
2 S_5_36319246 70.706 Simplex 
2 D_17_47688006 71.135 Duplex 
2 D_5_52166861 71.135 Duplex 
2 S_6_5083067 72.775 Simplex 
2 S_9_93635876 72.910 Simplex 
2 SD_5_63144886 74.021 Simplex-Duplex 
2 SS_6_5099415 74.758 Double-Simplex 
2 DD_5_63144870 75.446 Double-Duplex 
2 S_5_63351703 75.700 Simplex 
2 D_5_63144879 75.952 Duplex 
2 S_6_42493237  77.897 Simplex 
2 S_9_14916835 78.237 Simplex 
2 S_13_52657368 81.371 Simplex 
2 SS_5_31869446 81.941 Double-Simplex 
2 S_6_42493267 82.113 Simplex 
2 SS_5_31869450 83.952 Double-Simplex 
2 SS_5_64169045 84.488 Double-Simplex 
2 SS_5_68376990 85.146 Double-Simplex 
2 S_6_52964607 85.692 Simplex 
2 DD_5_9342905 86.050 Double-Duplex 
2 DD_5_66642334 88.472 Double-Duplex 
2 S_6_44588399 88.642 Simplex 
2 S_5_64169031 88.700 Simplex 
2 D_5_66642368 89.312 Duplex 
2 D_5_66642331 90.319 Duplex 
2 D_5_66642371 90.448 Duplex 
2 S_6_50803323 90.658 Simplex 
2 S_5_66642307 91.188 Simplex 
2 S_5_66642299 91.299 Simplex 
2 S_5_68198441 92.219 Simplex 
2 D_6_50935272 92.309 Duplex 
2 S_5_9342886 93.010 Simplex 
2 S_5_68377002 93.741 Simplex 
2 SD_5_9342629 95.709 Simplex-Duplex 
2 SS_6_50935276 95.924 Double-Simplex 
2 S_5_9342932 97.182 Simplex 
2 S_5_66644417 99.366 Simplex 
2 S_18_106668337 99.446 Simplex 
2 S_14_54212097 101.225 Simplex 
2 S_5_63144876 102.236 Simplex 
2 D_3_57916915 103.531 Duplex 
2 D_3_57916903 103.531 Duplex 





3 SS_17_32339857 0.000 Double-Simplex 
3 S_17_32339864 0.964 Simplex 
3 S_3_898136 1.755 Simplex 
3 SS_14_65502910 1.924 Double-Simplex 
3 D_8_3841166 2.938 Duplex 
3 SS_3_898102 2.965 Double-Simplex 
3 S_103_32460 3.808 Simplex 
3 S_103_32476 6.186 Simplex 
3 S_562_19851 6.236 Simplex 
3 S_12_17473598 9.394 Simplex 
3 S_12_17473571 9.864 Simplex 
3 S_13_38639521 13.410 Simplex 
3 S_5_9243093 13.571 Simplex 
3 D_3_7946740 14.796 Duplex 
3 SS_2_3629174 18.977 Double-Simplex 
3 SD_729_21503 20.019 Simplex-Duplex 
3 S_2_3629175 20.244 Simplex 
3 S_2_3629181 25.479 Simplex 
3 S_3_45154783 27.693 Simplex 
3 S_3_78499323 31.194 Simplex 
3 S_3_7073447 32.446 Simplex 
3 D_2_3156828 33.460 Duplex 
3 SD_3_15814711 34.633 Simplex-Duplex 
3 SD_4_42742062 35.029 Simplex-Duplex 
3 S_5_10896697 35.540 Simplex 
3 S_3_15814701 36.306 Simplex 
3 S_12_63925623 38.390 Simplex 
3 S_5_10896682 39.249 Simplex 
3 S_2_74300311 39.389 Simplex 
3 S_3_57916904 39.994 Simplex 
3 D_5_10896679 40.536 Duplex 
3 S_2_80824255 41.007 Simplex 
3 S_4_42742065 41.084 Simplex 
3 S_2_80824258 43.513 Simplex 
3 S_3_50286568 44.043 Simplex 
3 S_5_10896688 44.155 Simplex 
3 S_3_59581065 44.291 Simplex 
3 SS_3_59807865 45.226 Double-Simplex 
3 D_3_57232456 46.376 Duplex 
3 S_2_80824304 47.079 Simplex 
3 SD_3_64308814 51.855 Simplex-Duplex 
3 S_4_69971270  54.796 Simplex 
3 S_1901_2105 55.124 Simplex 
3 SD_3_64490202 55.635 Simplex-Duplex 
3 S_18_26106378 56.050 Simplex 





3 SS_3_64490218 56.376 Double-Simplex 
3 S_3_57232439 57.239 Simplex 
3 SD_3_68084635 57.567 Simplex-Duplex 
3 D_4_75935654 57.621 Duplex 
3 D_1_24971519 58.924 Duplex 
3 D_3_68026563 58.963 Duplex 
3 S_2_86215170 59.231 Simplex 
3 S_3_59807868 59.302 Simplex 
3 S_3_72126203 61.473 Simplex 
3 S_4_77078208 62.463 Simplex 
3 S_11_65382979 63.929 Simplex 
3 S_18348_1172 65.072 Simplex 
3 S_4_81497247 65.445 Simplex 
3 S_2_11403862 66.275 Simplex 
3 D_7_55760558 66.936 Duplex 
3 S_16_8476951 67.127 Simplex 
3 SS_13215_770 67.458 Double-Simplex 
3 S_7_55760567 67.722 Simplex 
3 SD_3_68913834 68.065 Simplex-Duplex 
3 D_15_7485846 69.366 Duplex 
3 D_13215_742 69.870 Duplex 
3 S_14_35885386 70.016 Simplex 
3 S_4_88316891 70.997 Simplex 
3 S_3_81117146 72.002 Simplex 
3 S_3_87883967 73.212 Simplex 
3 D_13215_743 73.521 Duplex 
3 SS_3_81103476 73.699 Double-Simplex 
3 S_3_82892072 74.335 Simplex 
3 DD_4_94916073 79.217 Double-Duplex 
3 D_3_84786589 81.616 Duplex 
3 D_4_93287306 81.766 Duplex 
3 S_3_81102375 82.667 Simplex 
3 SD_3_87784991 82.761 Simplex-Duplex 
3 D_4_101910741 83.655 Duplex 
3 S_2716_12810 85.249 Simplex 
3 S_4_93149506 86.920 Simplex 
3 S_3_89096243 89.633 Simplex 
3 D_4_101472580 89.794 Duplex 
3 S_3_91817947 94.058 Simplex 
4 S_14_20389967 0.000 Simplex 
4 S_14_20390652 0.000 Simplex 
4 D_15_26475097 3.147 Duplex 
4 D_14_20390654 6.759 Duplex 
4 S_14_20389944 7.549 Simplex 
4 S_14_19604308 8.015 Simplex 





4 T_14_5066444 8.941 Triplex 
4 T_13_8006566 9.002 Triplex 
4 SD_14_46855625 11.226 Simplex-Duplex 
4 T_14_5066402 11.845 Triplex 
4 D_14_20390818 12.591 Duplex 
4 S_13_3521904 13.552 Simplex 
4 SD_2355_2824 13.707 Simplex-Duplex 
4 S_13_38639517 13.846 Simplex 
4 S_11_3868770 14.478 Simplex 
4 SS_15_3109466 14.556 Double-Simplex 
4 SS_15_3109465 14.604 Double-Simplex 
4 D_15_3109484 14.798 Duplex 
4 T_13_8006568 14.866 Triplex 
4 S_13_33760544 15.474 Simplex 
4 DD_15_3109474 15.547 Double-Duplex 
4 D_13_3267077 15.676 Duplex 
4 S_13_25407230 16.145 Simplex 
4 D_14_20389959 16.703 Duplex 
4 S_14_20389857 17.751 Simplex 
4 T_13_8006575 18.258 Triplex 
4 S_6_52294050 18.692 Simplex 
4 S_9_27474255 18.819 Simplex 
4 D_13_38639518 20.089 Duplex 
4 T_15_3109450 20.394 Triplex 
4 S_13_38639493 21.201 Simplex 
4 SS_13_8006527 21.507 Double-Simplex 
4 S_8_28393021 22.783 Simplex 
4 S_13_8006523 26.180 Simplex 
4 S_280_36722 26.629 Simplex 
4 SD_14_45090610 28.109 Simplex-Duplex 
4 S_13_50908458 28.663 Simplex 
4 S_13_46816949 28.773 Simplex 
4 S_16_21220638 28.864 Simplex 
4 S_14_45090563 29.077 Simplex 
4 S_16_21220648 29.595 Simplex 
4 S_13_48127882 29.652 Simplex 
4 S_16_21220660 29.652 Simplex 
4 S_16938_1641 30.120 Simplex 
4 S_16_21220654 30.123 Simplex 
4 S_14_48623677 31.251 Simplex 
4 S_14_37858277 31.320 Simplex 
4 D_13_48127868 32.395 Duplex 
4 S_14_53737303 32.730 Simplex 
4 S_13_46816952 32.765 Simplex 
4 SD_14_45090569 34.041 Simplex-Duplex 





4 S_13_50908425 35.002 Simplex 
4 D_13_47692259 35.096 Duplex 
4 S_1_57004838 38.304 Simplex 
4 D_1012_16963 38.462 Duplex 
4 D_13_48127837 38.462 Duplex 
4 D_14_44253015 38.828 Duplex 
4 S_13_48127889 39.038 Simplex 
4 S_18_6808489 39.443 Simplex 
4 SD_14_53569797 40.131 Simplex-Duplex 
4 SS_14_40547946 40.618 Double-Simplex 
4 S_14_45090642 40.647 Simplex 
4 D_13_47711178 41.575 Duplex 
4 D_13_38639533 41.670 Duplex 
4 S_14_46359041 43.077 Simplex 
4 SS_13_48127863 43.611 Double-Simplex 
4 S_13_48127858 43.858 Simplex 
4 T_14_28099456 45.229 Triplex 
4 S_14_48423390 45.264 Simplex 
4 S_14_40547948 45.599 Simplex 
4 S_14_48623674 46.992 Simplex 
4 S_9_33701780 50.054 Simplex 
4 S_14_53255647 50.879 Simplex 
4 DD_13_51892778 50.986 Double-Duplex 
4 S_14_53255591 51.046 Simplex 
4 D_14_53255624 53.067 Duplex 
4 S_14_55258228 55.619 Simplex 
4 S_3327_13962 56.318 Simplex 
4 D_3_13212960 56.856 Duplex 
4 S_181_17574 58.292 Simplex 
4 S_4_6784752 59.169 Simplex 
4 D_14_55258272 64.752 Duplex 
4 S_13_58203708 68.269 Simplex 
4 S_13_59819187 69.401 Simplex 
4 SS_28113_260 70.141 Double-Simplex 
4 DD_13_66115038 71.401 Double-Duplex 
4 SD_14_65489226 72.206 Simplex-Duplex 
4 S_14_60572186 72.279 Simplex 
4 S_1_74435942 72.369 Simplex 
4 S_13_12223623 72.534 Simplex 
4 S_14_65489200 73.151 Simplex 
4 DD_14_65489204 73.269 Double-Duplex 
4 S_1_74435927 73.281 Simplex 
4 S_13_70647344 73.422 Simplex 
4 S_181_17599 73.567 Simplex 
4 S_14_65962750 74.475 Simplex 





4 S_13_69001336 74.959 Simplex 
4 S_181_17577 75.270 Simplex 
4 SS_14_63490016 76.263 Double-Simplex 
4 D_9_24886482 76.709 Duplex 
4 SD_14_65211200 76.728 Simplex-Duplex 
4 S_14_65296892 77.318 Simplex 
4 D_14_63162192 77.397 Duplex 
4 SS_14_65962751 77.467 Double-Simplex 
4 S_11_4190684 77.630 Simplex 
4 S_14_11396267 77.740 Simplex 
4 S_14_65997409 78.049 Simplex 
4 D_14_65296854 78.175 Duplex 
4 S_14_65296893 78.646 Simplex 
4 SD_14_65594982 79.618 Simplex-Duplex 
4 D_4_54130123 85.971 Duplex 
4 D_4_54130131 87.658 Duplex 
5 S_10_4350590 0.000 Simplex 
5 S_10_4669435 1.197 Simplex 
5 D_10_11085637 9.843 Duplex 
5 D_10_11085663 11.016 Duplex 
5 S_10_11085611 12.212 Simplex 
5 SS_10_20303178 16.737 Double-Simplex 
5 S_10_19857331 18.117 Simplex 
5 D_5_2484801 20.762 Duplex 
5 S_2_92807999 22.773 Simplex 
5 SD_2364_6949 23.962 Simplex-Duplex 
5 S_2364_6943 24.675 Simplex 
5 S_10_19857281 24.874 Simplex 
5 S_5_70521598 25.182 Simplex 
5 S_9_23228629 26.280 Simplex 
5 T_16_8476957 26.963 Triplex 
5 S_9_25341246 27.160 Simplex 
5 XSS_16_8476923 27.627 X-double-simplex 
5 T_9_67715959 29.198 Triplex 
5 S_10_26787329 29.334 Simplex 
5 SS_18_112080423 29.407 Double-Simplex 
5 D_10_20303168 29.417 Duplex 
5 S_10_21980151 30.058 Simplex 
5 S_9_28761393 30.178 Simplex 
5 S_16_8476927 30.329 Simplex 
5 D_4_51232833 31.119 Duplex 
5 S_9_25341227 33.011 Simplex 
5 S_10_26787325 33.457 Simplex 
5 S_9_73798057 33.583 Simplex 
5 SS_14_37064124 33.659 Double-Simplex 





5 T_16_8476921 35.148 Triplex 
5 D_10_32705488 35.390 Duplex 
5 S_4_51232779 35.907 Simplex 
5 SD_10_32705444 36.486 Simplex-Duplex 
5 DD_10_34384853 36.704 Double-Duplex 
5 SS_16_24183522 36.712 Double-Simplex 
5 D_10_54203087 36.928 Duplex 
5 SS_10_35012573 37.022 Double-Simplex 
5 D_9_74576648 37.320 Duplex 
5 S_9_67461096 37.434 Simplex 
5 DD_6559_6725 37.726 Double-Duplex 
5 SD_16_24183528 38.152 Simplex-Duplex 
5 S_11_4190708 38.905 Simplex 
5 D_10_65093670 39.562 Duplex 
5 S_15_3109475 39.636 Simplex 
5 S_10_58309651 39.706 Simplex 
5 S_9_78242747 41.785 Simplex 
5 DD_9_15185238 42.239 Double-Duplex 
5 SS_9_75026837 42.314 Double-Simplex 
5 S_13_74046758 43.024 Simplex 
5 S_9_72144897 43.356 Simplex 
5 SD_13_74046809 43.954 Simplex-Duplex 
5 SD_9_78242732 44.587 Simplex-Duplex 
5 D_6_26559105 46.717 Duplex 
5 S_6_26559092 48.145 Simplex 
5 D_10_71964458 48.619 Duplex 
5 S_5_7408718 50.609 Simplex 
5 S_9_81392552 50.895 Simplex 
5 DD_18_5394882 52.368 Double-Duplex 
5 SS_9_81576794 52.638 Double-Simplex 
5 D_9_81576812 52.905 Duplex 
5 S_10_76866399 52.917 Simplex 
5 S_9_81392558 52.965 Simplex 
5 D_10_76866474 53.538 Duplex 
5 D_14_54212099 59.142 Duplex 
5 S_10_84979582 62.589 Simplex 
5 D_4_15884221 64.078 Duplex 
5 S_10_85946619 64.318 Simplex 
5 S_10_84979593 64.502 Simplex 
5 S_9_76198147 64.942 Simplex 
5 S_10_89868575 65.119 Simplex 
5 S_9_91721410 65.431 Simplex 
5 D_10_89868586 66.216 Duplex 
5 S_9_91721406 66.686 Simplex 
5 S_4_15884218 66.981 Simplex 





5 S_3782_11675 67.567 Simplex 
5 DD_10_89968763 67.592 Double-Duplex 
5 S_10_89968752 68.835 Simplex 
5 SD_5_29538219 69.100 Simplex-Duplex 
5 SD_4_46385718 69.141 Simplex-Duplex 
5 SS_10_85946581 70.607 Double-Simplex 
5 S_11_63464540 71.561 Simplex 
5 D_10_93089848 72.795 Duplex 
5 S_9_95401063 72.908 Simplex 
5 S_10_93341467 75.175 Simplex 
5 D_9_109089413 76.541 Duplex 
5 S_3782_11677 77.708 Simplex 
5 T_2_30788698 81.205 Triplex 
5 S_10_20303154 81.507 Simplex 
5 S_9_105743969 82.099 Simplex 
5 D_10_97483989 82.227 Duplex 
5 S_9_109089432 83.741 Simplex 
5 S_9_111746576 83.991 Simplex 
5 S_15_3102242 85.565 Simplex 
5 S_9_114815055 87.807 Simplex 
5 D_9_109089438 87.962 Duplex 
5 S_10_98908365 88.757 Simplex 
5 S_10_99501367 88.875 Simplex 
5 D_10_99501373 88.889 Duplex 
5 SS_10_99501380 89.417 Double-Simplex 
5 S_9_115230680 89.484 Simplex 
5 D_9_111746581 93.151 Duplex 
5 S_9_115230695 96.078 Simplex 
6 SS_15_23320222 0.000 Double-Simplex 
6 S_15_26475103 0.000 Simplex 
6 SD_15_42148824 1.907 Simplex-Duplex 
6 S_11259_1370 6.656 Simplex 
6 S_5_2340112 7.664 Simplex 
6 S_5_19426662 8.692 Simplex 
6 D_2497_17706 9.746 Duplex 
6 S_5_2340208 10.284 Simplex 
6 S_6_41795655 10.525 Simplex 
6 S_16_4829806 10.643 Simplex 
6 S_16_2741333 12.238 Simplex 
6 SD_16_2741372 13.159 Simplex-Duplex 
6 D_16_2741351 13.342 Duplex 
6 SS_6_41795642 14.017 Double-Simplex 
6 SD_2497_17745 14.498 Simplex-Duplex 
6 SD_15_1475675 14.666 Simplex-Duplex 
6 SS_15_6600399 17.155 Double-Simplex 





6 S_16_4829837 18.385 Simplex 
6 SS_5_2340214 20.170 Double-Simplex 
6 S_14_4902170 20.447 Simplex 
6 SD_2497_17748 23.146 Simplex-Duplex 
6 T_1012_16966 27.269 Triplex 
6 SD_15_6600353 27.615 Simplex-Duplex 
6 S_2497_17739 32.783 Simplex 
6 S_9_67574800  34.010 Simplex 
6 S_6_792755 38.130 Simplex 
6 S_3_45154796 39.341 Simplex 
6 S_6_792760 39.985 Simplex 
6 S_15_46815780 41.021 Simplex 
6 D_3327_13989 41.071 Duplex 
6 S_6_41795684 42.198 Simplex 
6 SS_10_84824590 46.640 Double-Simplex 
6 S_15_26475137 47.305 Simplex 
6 D_15_26475143 47.362 Duplex 
6 SS_15_26475147 47.362 Double-Simplex 
6 S_10_84824585 50.822 Simplex 
6 SS_3327_13950 55.367 Double-Simplex 
6 T_3327_13990 58.069 Triplex 
6 D_16_61789379 59.211 Duplex 
6 T_3327_13977 59.211 Triplex 
6 S_5_14128123 60.129 Simplex 
6 S_3_7073431 61.350 Simplex 
6 S_5_62621793 66.190 Simplex 
6 S_16_61789378 68.373 Simplex 
6 S_3327_13969 70.712 Simplex 
6 S_12_57629442 73.169 Simplex 
6 T_12_57629411 73.432 Triplex 
6 S_16_61789369 74.399 Simplex 
6 S_12_57629434 74.553 Simplex 
6 SD_12_57629407 80.972 Simplex-Duplex 
6 D_4_93162493 81.064 Duplex 
6 S_7_46721684 82.843 Simplex 
6 D_1012_16969 83.922 Duplex 
6 SD_12_57629445 84.780 Simplex-Duplex 
6 S_4_93162483 86.210 Simplex 
6 SS_16_72289026 86.355 Double-Simplex 
6 D_5_62621828 86.491 Duplex 
6 SS_16_72289038 87.236 Double-Simplex 
6 D_4_93162474 87.262 Duplex 
6 D_1012_16924 87.989 Duplex 
6 S_15_9009526 88.478 Simplex 
6 D_1012_16942 89.552 Duplex 





6 S_1012_16920 90.481 Simplex 
6 SS_4_6784758 90.509 Double-Simplex 
6 S_5_62621797 90.696 Simplex 
6 SS_8932_1127 91.457 Double-Simplex 
6 D_16_61789374 94.322 Duplex 
6 S_1012_16955 94.979 Simplex 
6 D_1012_16961 94.992 Duplex 
6 S_1012_16948 94.992 Simplex 
6 S_4_93162495 94.992 Simplex 
6 S_7_46721739 94.992 Simplex 
7 S_18_120027251 0.000 Simplex 
7 S_17_87865446 1.001 Simplex 
7 S_17_85450080 3.758 Simplex 
7 S_17_83220333 7.375 Simplex 
7 S_17_87865449 8.325 Simplex 
7 DD_18_121213690 9.513 Double-Duplex 
7 S_17_85450110 12.778 Simplex 
7 S_18_121213684 12.888 Simplex 
7 S_18_112080439 14.192 Simplex 
7 S_18_118763675 14.696 Simplex 
7 S_3_22411506 14.998 Simplex 
7 S_18_120027266 20.625 Simplex 
7 SD_3_22411481 20.815 Simplex-Duplex 
7 S_17_80826651 22.456 Simplex 
7 SS_18_111104468 23.678 Double-Simplex 
7 S_18_112080411 24.448 Simplex 
7 T_17_80826654 25.494 Triplex 
7 S_18_101338018 25.526 Simplex 
7 S_17_76129467 27.662 Simplex 
7 S_17_76694291 28.193 Simplex 
7 S_18_100802406 29.129 Simplex 
7 D_17_76129446 29.138 Duplex 
7 XSS_17_74821220 29.561 X-double-simplex 
7 SS_18_100802431 29.607 Double-Simplex 
7 S_18_99756507 29.763 Simplex 
7 D_17_76129443 29.782 Duplex 
7 S_17_76129436 30.711 Simplex 
7 DS_6_8578250 30.896 Duplex-Simplex 
7 S_18_99698133 30.978 Simplex 
7 SD_18_95426449 33.284 Simplex-Duplex 
7 S_18_95426455 33.490 Simplex 
7 SS_18_95426454 33.647 Double-Simplex 
7 XSS_18_95426406 34.030 X-double-simplex 
7 SD_17_70977112 34.396 Simplex-Duplex 
7 SS_17_70985284 34.712 Double-Simplex 





7 D_18_82948002 35.433 Duplex 
7 S_18_91402915 36.986 Simplex 
7 SS_17_67201201 37.739 Double-Simplex 
7 S_18_95426463 37.739 Simplex 
7 SD_17_67201234 38.154 Simplex-Duplex 
7 S_14_60572187 38.904 Simplex 
7 S_17_68810770 39.654 Simplex 
7 S_17_67201205 40.408 Simplex 
7 S_18_81378340 43.141 Simplex 
7 SS_17_58621805 43.403 Double-Simplex 
7 S_18_82947993 43.574 Simplex 
7 SS_17_52267612 44.492 Double-Simplex 
7 SD_17_52267600 44.906 Simplex-Duplex 
7 SD_6_17981071 47.355 Simplex-Duplex 
7 S_6_17981050 50.198 Simplex 
7 D_18_80987976 50.970 Duplex 
7 S_18_77621401 52.063 Simplex 
7 S_15_47637463 52.153 Simplex 
7 S_18_77867012 52.361 Simplex 
7 S_18_80987999 52.603 Simplex 
7 S_18_77621371 53.321 Simplex 
7 S_18_77621368 53.781 Simplex 
7 S_18_77621378 54.762 Simplex 
7 S_17_33650152 54.835 Simplex 
7 D_17_33650153 55.030 Duplex 
7 S_17_13634622 55.643 Simplex 
7 SD_17_26437733 56.386 Simplex-Duplex 
7 D_17_33650164 56.493 Duplex 
7 S_17_13634643 56.554 Simplex 
7 SS_17_36643243 56.633 Double-Simplex 
7 SD_17_26437730 56.826 Simplex-Duplex 
7 S_17_32339855 56.982 Simplex 
7 SS_18_63638321 57.077 Double-Simplex 
7 S_11_1645159 57.127 Simplex 
7 SS_17_35348690 57.246 Double-Simplex 
7 SD_17_57050330 57.324 Simplex-Duplex 
7 S_17_20035813 57.377 Simplex 
7 XSS_18_63638309 57.426 X-double-simplex 
7 S_17_20079074 57.579 Simplex 
7 S_18_64979507 57.689 Simplex 
7 S_17_33650161 57.831 Simplex 
7 SS_17_26437760 57.976 Double-Simplex 
7 S_17_35348688 58.015 Simplex 
7 S_17_44470361 58.065 Simplex 
7 SS_18_64979505 58.123 Double-Simplex 





7 T_17_57050318 58.409 Triplex 
7 SD_18_77621374 58.749 Simplex-Duplex 
7 S_15_26156810 58.963 Simplex 
7 SD_17_20035861 59.222 Simplex-Duplex 
7 S_3_84786608 59.767 Simplex 
7 S_18_34888648 59.767 Simplex 
7 S_18_34888674 59.767 Simplex 
7 S_9_33701744 59.785 Simplex 
7 S_11_3868749 60.029 Simplex 
7 S_15_26156799 60.183 Simplex 
7 S_18_34888650 60.274 Simplex 
7 SS_17_20079028 60.401 Double-Simplex 
7 S_18_62834739 60.869 Simplex 
7 SD_17_33650171 61.383 Simplex-Duplex 
7 S_15_26156795 61.548 Simplex 
7 S_17_18361948 62.816 Simplex 
7 SS_18_32919135 63.252 Double-Simplex 
7 S_18_24252645 63.748 Simplex 
7 S_17_21483242 64.256 Simplex 
7 S_17_13097198 65.098 Simplex 
7 S_18_34888651 65.654 Simplex 
7 D_17_18361947 66.582 Duplex 
7 SS_18_26036161 67.255 Double-Simplex 
7 S_18_33217951 67.563 Simplex 
7 S_18_33217952 67.921 Simplex 
7 SD_17_13612927 68.078 Simplex-Duplex 
7 S_12_35392613 69.943 Simplex 
7 S_17_13097222 70.334 Simplex 
7 SD_18_77621392 71.783 Simplex-Duplex 
7 D_17_13612873 71.849 Duplex 
7 S_17_13612871 72.002 Simplex 
7 S_14_59955367 72.067 Simplex 
7 S_17_15078753 72.441 Simplex 
7 S_10_48855583 72.723 Simplex 
7 SS_6985_893 73.057 Double-Simplex 
7 S_17_10017618 74.566 Simplex 
7 DD_12_35392604 74.607 Double-Duplex 
7 SD_13_60913111 74.941 Simplex-Duplex 
7 S_17_18449096 75.122 Simplex 
7 SS_18_14147558 75.900 Double-Simplex 
7 SS_18_77621399 76.768 Double-Simplex 
7 D_13_60913087 78.230 Duplex 
7 S_13_60913084 78.764 Simplex 
7 SS_18_13282119 79.433 Double-Simplex 
7 S_18_15238741 80.935 Simplex 





7 S_3_84786627 84.574 Simplex 
7 S_10_72717337 84.969 Simplex 
7 DD_10_63937305 85.231 Double-Duplex 
7 S_4_56990197 87.556 Simplex 
7 S_5_14128106 87.556 Simplex 
7 S_8932_1173 87.556 Simplex 
7 S_10_84824582 87.556 Simplex 
7 S_4_93162488 87.994 Simplex 
7 S_2982_12078 88.228 Simplex 
7 S_13_60913101 88.287 Simplex 
7 SS_18_14729584 91.031 Double-Simplex 
7 S_18_14729586 92.179 Simplex 
7 D_18_14147593 92.586 Duplex 
7 S_18_10821450 95.454 Simplex 
7 DD_18_9872330 95.550 Double-Duplex 
7 DD_1218_7538 95.733 Double-Duplex 
7 S_18_11521178 95.938 Simplex 
7 S_2982_12082 97.411 Simplex 
7 D_4_1173803 99.122 Duplex 
7 DD_18_999595 99.367 Double-Duplex 
7 S_18_7493129 99.875 Simplex 
7 S_18_11521181 100.356 Simplex 
7 S_18_5394843 101.194 Simplex 
7 SD_18_6697980 102.749 Simplex-Duplex 
7 S_18_4864802 103.136 Simplex 
7 S_18_999568 105.952 Simplex 
7 SS_18_999547 107.284 Double-Simplex 
7 S_4_102693171 107.474 Simplex 
7 D_4_1173774 108.573 Duplex 
7 SS_17_3201106 108.573 Double-Simplex 
7 S_5_72020398 108.573 Simplex 
8 D_6_45098574 0.000 Duplex 
8 SS_11_68578576 0.659 Double-Simplex 
8 D_11_4020718 6.579 Duplex 
8 D_11_68249454 8.890 Duplex 
8 XSS_11_64513242 9.732 X-double-simplex 
8 S_11_64513224 10.475 Simplex 
8 S_11_64513227 12.084 Simplex 
8 S_5_30149706 13.483 Simplex 
8 S_11_68240954 15.013 Simplex 
8 S_4_74112838 15.865 Simplex 
8 SS_5_53808986 16.694 Double-Simplex 
8 S_4_74112851 17.021 Simplex 
8 S_17_17529539 17.216 Simplex 
8 S_11_69371944 17.506 Simplex 





8 S_5_53808985 20.449 Simplex 
8 S_5_30149755 23.688 Simplex 
8 D_11_64513223 25.658 Duplex 
8 SS_5_30149703 26.142 Double-Simplex 
8 SS_11_68240975 26.608 Double-Simplex 
8 D_5_53809007 26.853 Duplex 
8 S_11_4020727 27.377 Simplex 
8 SD_11_69371976 28.844 Simplex-Duplex 
8 S_17_17529536 29.008 Simplex 
8 S_11_68578581 30.691 Simplex 
8 SS_4_83368321 31.150 Double-Simplex 
8 D_840_28909 32.555 Duplex 
8 S_5_30149716 32.941 Simplex 
8 S_4_83368339 33.289 Simplex 
8 SS_11_4020710 33.746 Double-Simplex 
8 SS_11_68249658 34.264 Double-Simplex 
8 S_11_64513215 35.370 Simplex 
8 S_11_60525476 36.148 Simplex 
8 SD_11_68240957 36.958 Simplex-Duplex 
8 S_4640_5336 37.030 Simplex 
8 S_3636_3330 37.920 Simplex 
8 D_12_63723745 38.167 Duplex 
8 SS_12_39928936 38.872 Double-Simplex 
8 S_14369_618 39.717 Simplex 
8 S_9_62017560 40.520 Simplex 
8 S_6_8578247 41.513 Simplex 
8 S_12_64417025 46.112 Simplex 
8 S_12_39928937 47.308 Simplex 
8 S_4640_5330 49.180 Simplex 
8 S_840_28893 53.889 Simplex 
8 S_12_16675989 55.047 Simplex 
8 SS_12_16676006 60.624 Double-Simplex 
8 S_729_21469 63.119 Simplex 





Table S5. Genes identified in the apomixis and QTLs regions based on similarity to the Panicum virgatum genome. 
HG Regions Name Gene Description 
I 1 qNDF_L10 
qNDF_S15 
  
Pavir.1KG151000 RHOMBOID FAMILY PROTEIN 
AT5G38510 Rhomboid-related intramembrane serine 
protease family protein 
OsRhmbd6  Putative Rhomboid homologue 





Auxin efflux carrier family protein 
Os02g50960/Os12g04000/Os08g41720 Auxin efflux carrier component 
AT1G78900 vacuolar ATP synthase subunit A  






AT1G15690 Inorganic H pyrophosphatase family protein 
Os02g09150 Inorganic H+ pyrophosphatase 
I 3 qOM_S3 
  
AT3G02620/AT3G02610/AT3G02630 Plant stearoyl-acyl-carrier-protein desaturase 
family protein 
Os08g10010/Os04g31070 acyl-desaturase_chloroplast precursor 
Pavir.1NG248700 EXOCYST COMPLEX PROTEIN EXO70 
AT5G50380 exocyst subunit exo70 family protein F1 
AT1G72470 exocyst subunit exo70 family protein D1 
AT1G54090 exocyst subunit exo70 family protein D2 
AT3G14090 exocyst subunit exo70 family protein D3 






HG Regions Name Gene Description 
II 4 Apo-locus 
  
AT3G43610 Spc97 / Spc98 family of spindle pole body 
(SBP) component  
Pavir.6KG334200.1 Inner centromere protein, ARK binding region 
(INCENP_ARK-bind) 
AT1G71830 Somatic embryogenesis receptor-like kinase 1 
(SERK) 
II 5 qNDF_L11 
qNDF_S16 
  
Pavir.5NG291500.1 Wall-associated receptor kinase galacturonan-
binding (GUB_WAK_bind) 
Pavir.6KG334900 RING/U-box domain-containing protein 
(XERICO)  
AT3G19430/AT5G54370/AT5G60520 Late embryogenesis abundant (LEA) protein-
related 
II 6 qTDM3 
qRC9 
Pavir.3KG465900 WRKY TRANSCRIPTION FACTOR 3-
RELATED 
Pavir.3KG466000 cell cycle arrest protein BUB3 (BUB3) // 
translation initiation factor 5A (EIF5A)  
AT1G13950 eukaryotic elongation factor 5A-1 
AT4G26640 WRKY family transcription factor family protein 
AT5G56270 WRKY DNA-binding protein 2  
AT1G13960 WRKY DNA-binding protein 4 
AT5G07100 WRKY DNA-binding protein 26 
AT2G38470 WRKY DNA-binding protein 33 





III 7 qIVD_L27 Pavir.1NG033800 Glycosyltransferase 





HG Regions Name Gene Description 
AT3G57380 
  Os10g35020/Os02g22650/Os06g49320 Glycosyltransferase 




Pavir.1NG040300 xyloglucan:xyloglucosyl transferase 
AT1G11545 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 8 
AT1G14720 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 28  
AT4G18990 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 29  
AT1G32170 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 30  
AT1G10550 xyloglucan:xyloglucosyl transferase 33 
III 9 qPL_L33 
  
Pavir.2KG486900 PROTEIN THYLAKOID FORMATION 1, 
CHLOROPLASTIC 
Pavir.2NG571900 Secoisolariciresinol dehydrogenase 
AT2G14900/AT2G39540/AT5G59845 Gibberellin-regulated family protein 
AT3G02885 GAST1 protein homolog 5 
Os10g02625 Gibberellin regulated protein 
Os03g41060 GASR2 - Gibberellin-regulated 
GASA/GAST/Snakin family protein precursor 
Os03g55290 GASR3 - Gibberellin-regulated 
GASA/GAST/Snakin family protein precursor 
Os07g40240 GASR9 - Gibberellin-regulated 
GASA/GAST/Snakin family protein precursor 
AT4G03140/AT3G26760/AT3G26770/ 
AT3G51680 
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily 
protein 
III 10 qSIL_L35 
  
Pavir.2NG549800 LEUCINE-RICH REPEAT-CONTAINING 
PROTEIN 
Os01g72680/Os09g14100 Disease resistance protein RPS2 
AT1G12220 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) 
family 
Os03g14900/Os12g10410 NB-ARC/LRR disease resistance protein 





HG Regions Name Gene Description 
IV 11 qPLB8 
qNDF_L13 
qNDF_S18 
Pavir.7KG092300 Ent-copalyl diphosphate synthase 
AT5G67440/AT5G64330 Phototropic-responsive NPH3 family protein 
    
V 12 qCP_S8 
qIVD_S28 
Pavir.5KG199700 Glucuronokinase 
AT3G01640 Glucuronokinase G 
Pavir.5NG207200 WRKY DNA-binding domain 
Os01g18584 WRKY9 
Os02g53100 WRKY32 
AT1G68150 WRKY DNA-binding protein 9 




AT1G62300 WRKY family transcription factor 
AT4G22070 WRKY DNA-binding protein 31 
AT4G01720 WRKY family transcription factor 
AT1G18860 WRKY DNA-binding protein 61 
AT3G62150 P-glycoprotein 21 
AT1G02530 P-glycoprotein 12 
AT1G02520 P-glycoprotein 11  
AT4G01830 P-glycoprotein 5  
AT5G46540 P-glycoprotein 7 
AT4G01820 P-glycoprotein 3 
AT3G28380 P-glycoprotein 17 
AT1G10680 P-glycoprotein 10 
AT4G25960 P-glycoprotein 2 





HG Regions Name Gene Description 
Pavir.5NG245000 PROTEIN NRT1/ PTR FAMILY 6.2 
Os02g48570/Os01g04950/Os04g36040 Peptide transporter PTR2 
AT2G23610 methyl esterase 3 
AT2G23580 methyl esterase 4 
AT2G23560 methyl esterase 7 
AT2G23550 methyl esterase 6 
AT4G37150 methyl esterase 9 
AT2G23590 methyl esterase 8 
AT2G23620 methyl esterase 1 




UDP-Glycosyltransferase superfamily protein 
Os02g14680/Os02g14590/Os02g14540 UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl 
transferase domain containing protein 






Pavir.5NG490300 EARLY NODULIN-LIKE PROTEIN 3-
RELATED 
Pavir.5NG490600 HEXOKINASE 
Pavir.5NG491000 Pectinesterase / Pectin methylesterase 
Pavir.5NG491300 MALIC ENZYME 
AT1G62750 Translation elongation factor EFG/EF2 protein 
AT4G27520 Early nodulin-like protein 2 
Os06g46740 Early nodulin 20 precursor 
AT5G53870 Early nodulin-like protein 1 
AT2G25060 Early nodulin-like protein 14 










HG Regions Name Gene Description 
AT1G47840 Hexokinase 3 
AT3G20040 Hexokinase 
AT4G37840 Hexokinase-like 3 




AT2G21610 Pectinesterase 11  
AT3G29090 Pectin methylesterase 31  
Os07g31380/Os05g09440/Os10g35960 NAD-dependent malic enzyme_mitochondrial 
precursor 
Os01g54030/Os02g44550/Os01g52500 NADP-dependent malic enzyme 
AT2G19900 NADP-malic enzyme 1 
AT1G79750 NADP-malic enzyme 4 
AT4G00570 NAD-dependent malic enzyme 2 
AT5G25880 NADP-malic enzyme 3 
AT5G11670 NADP-malic enzyme 2 
AT2G13560 NAD-dependent malic enzyme 1 
Os01g09320 NADP-dependent malic enzyme_chloroplast 
precursor 
V 15 qOM_L1 
  
Pavir.5KG761500 EF-HAND CALCIUM-BINDING DOMAIN 
CONTAINING PROTEIN 
 AT4G12860 Calcium-binding EF-hand family protein 
VI 16 qOM_L2 
qADF_L22 
AT1G65060 4-coumarate:CoA ligase 3 
AT3G21240 4-coumarate:CoA ligase 2 















HG Regions Name Gene Description 
Os12g29950 
Os03g47810 Nodulin family protein 
AT1G74780 Nodulin-like / Major Facilitator Superfamily 
protein 
Pavir.8KG076200 ALPHA-DIOXYGENASE 2 
AT3G01420 Peroxidase superfamily protein 
AT1G73680 Alpha dioxygenase 
VII 18 qSIL_L36 
  
Pavir.9NG559100 PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS 
ISOMERASE PASTICCINO1 
AT3G54010 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
family protein 
Os03g25140 Peptidyl-prolyl isomerase PASTICCINO1 




Pavir.9KG151500 Chloroplast envelope transporter 
Pavir.9KG151700 Endo-1,4-beta-xylanase 
Pavir.9KG151800 ALPHA-GALACTOSIDASE 1 
AT1G58370/AT4G08160/AT1G58370/ 
AT1G10050/AT4G38650 
Glycosyl hydrolase family 10 protein / 
carbohydrate-binding domain-containing protein 





AT5G08370/AT5G08370 Alpha-galactosidase 2 
AT5G08380/AT5G08380 Alpha-galactosidase 1 
VII 20 qADF_S25 
  











HG Regions Name Gene Description 
AT3G45140 lipoxygenase 2 
AT1G55020/AT1G55020 lipoxygenase 1 
AT1G17420/AT1G17420 lipoxygenase 3 




Pavir.6KG366500 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase 
Pavir.6KG367000 Sugar transporter/spinster transmembrane 
protein 
Pavir.6KG367600 ethylene-insensitive protein 3 
Os08g39830/Os03g20780/Os07g48630 Ethylene-insensitive 3 
AT1G73730 ETHYLENE-INSENSITIVE3-like 3 
AT5G10120 Ethylene insensitive 3 family protein 
AT3G20770 Ethylene insensitive 3 




NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily 
protein 
LOC_Os08g39960/Os04g30760/Os12g13930 3-oxoacyl-reductase_chloroplast precursor 




Pavir.6KG306400 STEROL REGULATORY ELEMENT-
BINDING PROTEIN 
Pavir.6KG306300 ALPHA CARBONIC ANHYDRASE 5 
AT1G08065 Alpha carbonic anhydrase 5 
AT2G28210 Alpha carbonic anhydrase 2 
AT4G20990 Alpha carbonic anhydrase 4 
AT1G08080 Alpha carbonic anhydrase 7 
AT2G26420 Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 3 
Os03g24160/Os07g46490/AT2G26420 Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 
VIII 23 qSIL_S37 
  







































































11.5 Anexo V 
 
